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Le contrdle de la balance énergétique, permettant le maintien de la masse corporelle nécessite un
dialogue continu entre la périphérie et I'hypothalamus dans le cerveau. L’accés des hormones
périphériques a cette structure cérébrale est essentiel au bon fonctionnement des circuits
neuronaux qui régule 'homéostasie énergétique. Toutefois, peu d’éléments concernant sur les
mécanismes de transport de ces signaux métaboliques a I’hypothalamus sont actuellement
connus. L’éminence médiane, une structure hypothalamique formant le plancher du 3¢ ventricule,
contient des cellules épendymogliales hautement spécialisées appelées tanycytes. Il a été
démontré que les tanycytes transportent les signaux métaboliques tels que la leptine jusqu’au
liquide céphalorachidien par un mécanisme de transcytose. Identifier les mécanismes moléculaires
impliqués dans ce transport est essentiel a notre compréhension au phénoméne de résistance
centrale aux hormones, observé chez les patients obéses et aux patients atteints d’un diabéte de
type 2. Au cours de ma thése, aprés I'infusion d’une protéine de fusion recombinante (TAT-Cre)
dans le 3e ventricule d’'un modéle de souris floxées pour le géne codant pour les récepteurs a la
leptine (LepR(loxP/loxP)), nous avons étudié le rbéle des LepR dans les tanycytes dans le contrdle
central de ’hnoméostasie énergétique chez la souris. Nos résultats montrent que la perturbation de
I'expression des LepR sélectivement dans les tanycytes entraine une augmentation de la masse
corporelle, de I'adiposité, de la cholestérolémie, de la triglycéridémie et une diminution de la
concentration sérique en noradrénaline. Ceci est associé avec une augmentation de la prise
alimentaire, une diminution de la sensibilité périphérique a la leptine sans affecter la sensibilité
centrale ainsi qu’un développement progressif d’intolérance au glucose. L’activité du pancréas et
du tissu adipeux de notre modéle est également affectée. En paralléle, nous avons étudié les
mécanismes sous-jacents a l'action anorexigénique des endozépines. Nos résultats que les
endozépines activent la voie de signalisation ERK, nécessaire au transport de la leptine dans le
cerveau, au sein de tanycytes en culture et que ces molécules ont besoin de I'expression
tanycytaire des LepR pour permettre la phosphorylation de STAT3 dans I’hypothalamus. Enfin, nous
avons analyser |'effet de I'expression de la neurotoxine botulique de sérotype B (BoNTB) dans les
tanycytes sur le contréle de 'homéostasie énergétique, grace a I'infusion de TAT-Cre dans le «e
ventricule du modéle BoNT/B(loxP-STOP-loxP). La BONTB inactive, grace a un clivage protéolytique,
les synaptobrévines 1-3 et altére I'exocytose associé a ces protéines. Nos résultats montrent la
perturbation de I'activité de ces protéines dans les tanycytes affecte la prise alimentaire, la
sensibilité a la leptine et la tolérance au glucose, comme dans le précédant modéle animal.
Toutefois, nous avons constaté des différences concernant l'activité du pancréas et du tissu
adipeux. L’ensemble de ces données démontre pour la premiére fois, le role clé des tanycytes
hypothalamiques dans la régulation du métabolisme énergétique in vivo, ainsi que I'implication de
I’'expression des LepR dans les tanycytes dans l'activité de la leptine et des endozépines dans le
cerveau métabolique.
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The control of energy balance that allows for the maintenance of body mass requires a continued
dialogue between the periphery and the hypothalamus in the brain. The access of peripheral
hormones to that structure is essential to the proper functioning of neural circuits that regulate
energy balance. However, little is known about the transport mechanisms of circulating metabolic
signals into the hypothalamus. The median eminence, a hypothalamic structure forming the floor
of the 3rd ventricle, contains specialized ependymoglial cells called tanycytes. Tanycytes have been
shown to shuttle metabolic signals such as leptin into the cerebrospinal fluid, via transcytosis.
Identifying the molecular mechanisms involved in this transport is essential to our understanding
of the phenomenon of central hormone resistance found in obese and type 2 diabetes patients.
During my thesis, after an infusion of a recombinant fusion protein (TAT-Cre) into the 3rd ventricle
of leptin receptor gene-floxed mouse model (LepR(loxP/loxP)), we investigated the role of the LepR
in tanycytes on the central control of energy homeostasis in mice. Our results show that selectively
impairing LepR expression in tanycytes increases body weight, adiposity, cholesterolemia,
triglyceridemia and decreases noradrenaline serum concentration. It's associated with an increase
of food intake, peripheral but not central leptin anorectic effect and glucose intolerance. Pancreas
and adipose tissue activity of our model is also affected. In parallel, we studied the mechanisms
underlying the anorexigenic action of endozepines. Our results show that endozepines induce ERK
activation necessary for leptin transport into the brain in primary culture of tanycytes and require
tanycytic LepR expression to promote STAT3 phosphorylation in the hypothalamus. Finally, we also
investigated the effect of the expression of the type B botulinum neurotoxin BoNTB, in tanycytes on
the central control of energy homeostasis in mice. BoONTB inactivates synaptobrevins 1-3 by
proteolytic cleavage and thus alters synaptobrevin-mediated exocytosis. Our results show that
selectively impairing synaptobrevin function in tanycytes affects as in the previous model the basal
food intake, leptin sensitivity and glucose tolerance in mice. However, we noticed some differences
in pancreas activity compared to the model in which we selectively impaired LepR expression in
tanycytes. Altogether, these data demonstrate for the first time the key role of tanycytes in the
central control of energy regulation in-vivo and the involvement of LepR expression in tanycytes for
circulating leptin and endozepines action in the metabolic brain.



« Dans la communication, le plus compliqué n’est ni le
message, ni la technique, mais le récepteur. »

Dominique Wolton
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[ iste des abréviations

ACC : Acétyl-CoA carboxylase
ACTH : Adrénocorticotropine

AgRP: Protéine reliée a la protéine
Agouti/Agouti-related protein

AKT ou PKB : Protéine kinase B
AMPc : Adénosine monophosphate cyclique

AMPK: Protéine kinase activée par
I’adénosine monophosphate

AP : Area postrema

ARC : Noyau arqué de I’hypothalamus
ARCdm : Noyau arqué dorsomédian
ARCvm : Noyau arqué ventromédian

ARN : Acide ribonucléique messager
ATF4 : Facteur de transcription activateur 4
ATP : Adénosine tri-phosphate

BAT: Tissu adipeux brun / Brown adipose
tissue

BHCV : Barriere hémato-cérébro-ventriculaire
BHE : Barriere hématoencéphalique

BoNT/B : Neurotoxine botulique de sérotype
B

CaMKK : Protéine Kinase Kinase dépendante
du complexe Calcium-Calmoduline

CART : Transcrit régulé par la cocaine et
I'amphétamine/ Cocaine and amphetamine-
regulated transcript

CCK : Cholecystokinine

CHOP: CCAAT/enhancer-binding  protein
homologous

CPE : Carboxypeptidase E

CPT-1 : Carnitine palmitotransferase |
CPT-A : Carnitine Palmitoyl Transferase 1
CRH : Corticolibérine

DT2: Diabéte de type 2

DBI : Diazépam Binding Inhibitor/Inhibiteur
de liaison des diazépam

Dio : Deiodinase

DIO: Régime induisant l'obésité (Régime
gras) /Diet induced obesity

DMH : Hypothalamus dorsomédial
DMV : Noyau dorsal moteur du vague
DVC : Complexe vagal dorsal

EGF : Facteur de croissance épithélial

eiF2a: « eukaryotic translation initiation
factor 2

ERK : Protéine kinase régulée par le milieu
extracellulaire /  extracellular-regulated
protein kinase

EW : Noyau Edinger-Westphal
FAS : Acide gras synthase

FGF10 : Facteur de croissance fibroblastique
10

FGF21 : Facteur de croissance fibroblastique
21

FOXO : Facteur de transcription de la famille
Forkhead box

FSH : Hormone folliculostimulante
GFAP : Glial fibrillary acidic protein

GFP : Green Fluorescent Protein/ Protéine
fluorescente verte

GLP-1: Glucagon-like peptide 1/ Peptide
proche du glucagon

HFD : High fat diet/Régime gras

HHG : Axe
gonadique

hypothalamo-hypophyso-

HHT : Axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien
ICV : Intracérébrocentriculaire

IGF1 : facteur de croissance de type insuline
1
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IL : Interleukine
IML : Noyau intermédiolatéral
IRE1: inositol-requiring protein-1

IRS : Substrat au récepteur a l'insuline /
Insulin Receptor Substrate

IKKB/NFKB: IkB Kinase [B/nuclear factor-kB
JAK : Kinase Janus

JNK : c-Jun N-terminal kinase signalling

LAN : Antagoniste des récepteurs a la leptine

LCFA-CoA : Acyl-CoA a acides gras a longue
chaine / Long chain fatty acids acyl-CoA

LCR : Liquide céphalorachidien
LepR : Récepteur a la leptine
LH : Hormone lutéinisante
LHA : Hypothalamus latéral

LKB1 : Protéine kinase du foie B1 / Liver
Kinase B1

MC4R : Récepteur aux mélanocortines de
type 4

MCH : Hormone concentrant la mélanine /
Melanin concentrating hormone

MCR3/4 : Récepteurs aux mélanocortines/ a
'acMSH de type 3 et 4

MCT : Transporteur au monocarboxylate
MeA : Noyau médian de I'amygdale
MnPO : Aire préoptique médiane

MSH: Melanocyte-stimulating-hormone/
Hormone stimulant les mélanocytes

mTOR : Cible de la rapamycine chez les
mammiféres

NA : Noyau accumbens

NC : Normal Chow/Régime alimentaire
normal

NCA : Noyau central de I'amygdale

NOS : Synthétiseur d’oxyde nitrique / Nitric
Oxide Synthase

NPY : Neuropeptide Y

NTS : Noyau du tractus solitaire

ODN : Octadécaneuropeptide

OMS : Organisation mondiale de la santé
OP : Octapeptide C-terminal de 'ODN

PACAP : Polypeptide  d’activation de
I’adénylate cyclase de I'hypophyse

PAG : Noyaux gris périaqueducaux

PAM : Peptidyl a-amidating monooxygenase
PBL : Noyau parabrachial latéral

PC : Protéines convertases

PDK1: Kinase 1
Phosphoinositide

Dépendante  du

PERK: PKR-like endoplasmic reticulum
Kinase

PI3K : Phosphoinositide-3-Kinase

PIP2 : Phosphoinosytol 4-5 bisphosphate
PIP3 : Phosphoinositol 3-4-5 triphosphate
PMV : Noyau prémamillaire ventral

POMC : Pro-opio-mélanocortine

PPAR : récepteur activé par les proliférateurs
de peroxysome

PTP1B/PTPN1 :
phosphatase 1B

Phosphotyrosine

PVH : Noyau
I’hypothalamus

paraventriculaire de

PVN : Noyau parabrachial
PYY3-36 : Peptide YY
RE : Réticulum endoplasmique

SF1: Facteur de
stérodogénique 1

transcription

SH : Domaine d’homologie Scr

SH2B1 : Protéine adaptatrice contenant un
domaine SH2

Shh : Ligand de la signalisation Hedgehog

SNA : Systéme nerveux autonome
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SNARE : Soluble N-ethylmaleimide-sensitive
factor (NSF) Attachment protein Receptor

SOCS : Suppresseur de signal aux cytokines
Sox2 : SRY-related HMG-box gene 2
SPRR1A : Cornifine A

STAT: Signal transactivateur de |la
transcription

SGZ : Zone sous-granulaire du gyrus denté de
I’hippocampe

SVZ : Zone sous-ventriculaire du ventricule
latéral

T3: Triiodothyronine (forme active)
T4: Thyroxine

TAT : Trans-activator of Transcription
TH : Tyrosine Hydrolase

TLR4 : Toll like receptor 4

TRH : Hormone thyréotrope

Trhde : Enzyme capable de dégrader la TRH
Trhde : Enzyme de dégradation de la TRH

TRPV1 : Transient receptor potential vanilloid
1

TSH: Thyréostimuline

Tyr : Résidu tyrosine

UCP-1 : Protéine découplante 1
UPR : Unfold protein response

VAMP : Vesicule-associated-membrane-
protein / Synaptobrévine

VEGF : Vascular Endotheliar Growth Factor
VIP : Vasoactive intestinal peptide

VMH : Hypothalamus ventromédial

VTA : Aire tegmentale ventrale

WAT : Tissu adipeux blanc / White adipose
tissue
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Chapitre 1: Obésité et diabete, les conséquences d'une

dérégulation de la balance énergétique

[.  Définitions, épidémiologie et conséquences

1. L'obésité

Le surpoids et I‘'obésité se définissent comme une accumulation anormale ou excessive de graisse
corporelle susceptible de nuire a la santé. L’'Organisation mondiale de la santé (OMS) déclare qu’en
2016, plus de 1,9 milliard d’adultes (39% des plus de 18 ans) se trouvaient en surpoids, dont 650
millions d’obéses (13% de la population adulte). La prévalence de I'obésité touche presque autant
les femmes que les hommes adultes (40% et 39% respectivement). Elle a, pour ainsi dire, triplé au
niveau mondial entre 1975 et 2016. A I’échelle mondiale, il y a plus de déceés liés au surpoids et
'obésité qu’a Iinsuffisance pondérale (Principaux repéres sur I'obésité et le surpoids,
https://www.who.int/fr/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight).

La mesure la plus répandue pour estimer le surpoids ou I'obésité est I'indice de masse corporelle
(IMC). Il se détermine par le ratio entre le poids et le carré de la taille (en kg/m2). Pour I'adulte,
I’OMS définit le surpoids et I'obésité de la maniére suivante : le surpoids correspond a un IMC
supérieur ou égal a 25 et I'obésité a un IMC supérieur a 30.

La cause principale de I'obésité et du surpoids est un déséquilibre énergétique entre la quantité
de calories ingérée et dépensée. En effet, 'augmentation de la consommation d’aliments trés
caloriques, dont I'accés est facilité, et la diminution de I'activité physique ont été observées au
niveau mondial a cause d’'un mode de vie plus sédentaire et une rapide urbanisation. Le
développement de I'obésité augmente le risque de contracter un certain nombre de maladies
chroniques telles que des maladies cardiovasculaires, diabéte, troubles musculosquelettiques
comme I'arthrose ou encore certains cancers (de I'endométre, du sein, des ovaires, de la prostate,
du foie, de la vésicule biliaire, du rein et du colon).

L’OMS reconnait I'obésité comme étant un probléme de santé mondiale et développe un certain
nombre de stratégies ou plans afin de réduire I'exposition de la population a ces maladies non
transmissibles et associées directement a I'augmentation de I'IMC (Stratégie mondiale de 'OMS
pour I'alimentation, I'exercice physique et la santé, adoptée en 2014 ; le Plan d’action pour la lutte
contre les maladies non transmissibles 2013-2020, adopté en 2011).

2. Le diabete
Selon I'OMS, le diabéte est défini comme une maladie chronique caractérisée par une
hyperglycémie, c’est-a-dire un taux de sucre dans le sang supérieur a 1,26g/1 aprés un jeline de 8
heures. Le pancréas des patients atteints de cette pathologie ne produit pas assez d’insuline ou
cette hormone n’est pas bien utilisée par I'organisme. En 2014, la population mondiale comptait
au moins 8,5% de diabétiques. Le diabéte a causé le décés de 1,6 million de personnes en 2015
a travers le monde.

La seule méthode de diagnostic de la maladie a un stade précoce est la mesure de la glycémie a
jeun. Si cette derniére se situe entre 1,10 et 1,26 g/L de sang, le patient est considéré comme
prédiabétique. Si la glycémie dépasse 1,27g/| lors de 2 dosages successifs, le diabéte est déclaré.

Il existe 2 types de diabétes. Le diabéte de type 1 (ou diabéte insulinodépendant ou juvénile) est
caractérisé par une production insuffisante d’insuline par le pancréas et nécessite une
administration quotidienne d’insuline. La cause principale est une destruction des cellules B du
pancréas par des anticorps ou des lymphocytes. Le diabéte de type 2 peut résulter quant a lui de
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deux problémes : le pancréas continue de fabriquer de I'insuline, mais en quantité insuffisante
pour maintenir une glycémie normale (insulinopénie) ou une mauvaise utilisation de I'insuline par
I'organisme (insulinorésistance). Ce type 2 constitue la majeure partie des diabétes rencontrés
dans le monde. Contrairement au type 1, il est étroitement associé a la surcharge pondérale. En
effet, prés de 80% des diabétiques de type 2 sont obéses ou en surpoids, mais il est important de
rappeler que «seuls» 20 a 30% des obéses deviennent diabétiques (Bernard et al.,, 2013).
L’activité du tissu adipeux étant trés dépendante de l'insuline, plus la quantité de masse
graisseuse est importante, plus l'organisme a besoin de cette hormone pour maintenir son
fonctionnement. Ainsi, une personne obése a 3 fois plus de risques d’étre diabétique qu'une
personne présentant un IMC « normal ». Maladie chronique et multifactorielle, c’est sur le long
terme que le diabéte entraine des complications et augmente les risques de développer certaines
autres maladies. Parmi elles, nous comptons par exemple, 'augmentation du risque de souffrir
d’accidents cardiaques ou vasculaires cérébraux, la rétinopathie ou encore ['insuffisance
cardiaque. Ces symptdmes ne sont pas visibles aux prémices de la maladie, ce qui rend son
diagnostic compliqué augmentant la difficulté de la traiter. Il existe un lien entre I'obésité et le
diabéte.

En matiére de prévention, 'OMS recommande aux patients atteints de cette maladie de limiter la
prise du poids grace a une alimentation saine associée a de I'exercice physique. En effet, les
déséquilibres nutritionnels concomitants au mode vie sédentaire participent également a la
prévalence du diabéte de type 2 (Sources: principaux repéres sur le diabéte;
https://www.who.int/fr/news-room/fact-sheets/detail/diabetes +
https://www.inserm.fr/information-en-sante/dossiers-information/diabete-type-2).

3. Conséquences socio-économiques de I'obésité et du diabéte
Les coUts financiers dus au surpoids, I'obésité et le diabéte sont trés conséquents que cela soit
les colts directs (traitements et prise en charge des pathologies) ou indirects (arrét de travail,
baisse de productivité au travail). L'OMS estime le colt direct annuel de I'obésité et du diabéte
supérieur a 827 milliards de dollars.

II.  Facteurs impliqués dans le développement du diabéte et de I'obésité

Nous savons maintenant que la cause principale du développement de I'obésité et du diabéte de
type 2 est un déséquilibre entre la quantité d’énergie absorbée et utilisée. Si les mécanismes de
régulation de la balance énergétique vont étre abordés plus loin dans le texte, de nombreuses
études ont pu montrer I'implication et I'interaction de plusieurs facteurs génétiques et non
génétiques (environnementaux) dans ce développement. Chez ’'Homme, les premiéres études de
patients atteints de maladies héréditaires ou présentant des mutations ponctuelles ont permis de
faire le lien entre les facteurs génétiques et la gravité de la maladie. Plus tard, I'utilisation d’outils
comme les modéles animaux génétiquement modifiés, permettant des approches plus ciblées
(perturbation d’un géne, d'un tissu ou organe spécifique), a permis de mettre en évidence des
polymorphismes, des liaisons génétiques impliquées dans I'obésité et le diabéte, enrichissant les
connaissances sur les mécanismes impliqués dans ces pathologies.

1. Facteurs environnementaux
L’implication du mode de vie de I'individu semble évidente quand la principale source de prise de
poids ou d’obésité est un déséquilibre entre prise alimentaire et dépense énergétique. De
nombreuses méta-analyses ont montré que I’environnement, dans lequel un individu évolue, a un
impact significatif dans le risque de développer une obésité (Papas et al., 2007). Selon I'étude de
Neels, I'obésité et le diabéte semblent étre des maux associés a une mauvaise adaptation de
I’Homme au monde moderne, génétiquement « programmeé » a faire face a des périodes de famine.
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C’est ce que I'on appelle le génotype de I'économie d’énergie (Neels et al., 1962). La moindre
augmentation de prise alimentaire devait servir a augmenter les stocks énergétiques en prévision
des « périodes de vache maigre ». Mais depuis le développement industriel, I'accés a la nourriture
est plus simple et ce qui était un avantage évolutif devient un facteur de risque d’exposition a des
maladies métaboliques.

1.1. Alimentation

Méme si la probabilité de famine dans les pays développés était faible au début des années 2000,
le nombre de calories ingérées par jour et par individu a augmenté de maniére significative en
comparaison aux années 70 (2618 kcal/jour en 2000 contre 2450 kcal/jour entre 1971 et 1974).
Cette augmentation a davantage affecté les femmes que les hommes aux Etats-Unis (Données de
la National Health and Nutrition Examination Survey en 2004). Si la quantité de calories est a
prendre en considération, la qualité de la nourriture ingérée I'est tout autant. La nourriture
industrielle, hautement transformée et néfaste, est plus riche en graisses, sucres et pauvre en
fibres. Elle contribue a un mauvais maintien de la masse corporelle. La nourriture grasse est plus
palatable pour 'Homme et le rongeur, encourageant I'individu @ manger davantage (Berthoud,
2012). Les graisses contiennent également plus de calories, ce qui accentue le probléme.
Toutefois, certains régimes alimentaires particulierement riches en acides gras insaturés, comme
les omégas 3 (type méditerranéens) sont considérés comme protecteurs a I'excés de poids. Il est
donc difficile de faire la différence entre I'impact du gras et des sucres sur le risque de prise de
poids. D’autant que I’'excés de sucre est stocké dans I'organisme sous forme de gras. Constituant
la principale source d’énergie dans I'alimentation moderne, les carbohydrates sont connus pour
favoriser le développement de I'obésité. Chez la femme, la simple et courte restriction en sucre
peut contribuer a la perte de poids (Gardner et al., 2007). Les fibres quant a elles pourraient avoir
un effet positif sur le maintien d’'une masse corporelle stable, en augmentant la satiété de I'individu
grace a une distension gastriqgue plus importante (sensation d’avoir I'estomac plein) et une
digestion incompléte de ces éléments (Howarth et al., 2001). Il est également important de noter
que les effets délétéres de I'alimentation grasse et sucrée peuvent étre exacerbés par un manque
d’activité physique (Schoeller et al., 1998).

1.2. Environnement périnatal
En étudiant le comportement des oiseaux, Konrad Lorenz a décrit, dans les années 1970, le
concept de « période critique » ou « période sensible ». C'est-a-dire qu’un stimulus environnemental
se présentant durant une période déterminée du début de la vie peut entrainer une empreinte
définitive sur un individu. Autrement dit, cela peut impacter son comportement global dans le futur
ou la réaction de son organisme face a son environnement, et ce, tout au long de sa vie (Lorenz,
1970 ; Bornstein, 1989). Si plusieurs moments de la vie ont été décrits comme tels,
I’environnement périnatal est une période critique pour les animaux comme les humains. La plus
grande partie des organes se développent et deviennent matures, au cours de la gestation et des
2 premiéres années de vie. Par exemple, le pic de neurogenése a lieu au cours de la 20¢ semaine
de gestation, la fin de la multiplication des cellules gliales, au cours de la 2¢ année de vie chez
I’THomme (Dobbing et al., 1970). Aprés avoir observé que les adultes qui ont présenté une masse
corporelle supérieure ou égale a 12,3 kg, a I'age d’un an, avaient un risque de mortalité plus faible
gue ceux qui au méme age pesaient 8,2 kg, Barker en a conclu que la croissance et la nutrition au
cours de la premiére année de vie avaient un impact sur la santé a I'age adulte (Barker, 1990). Par
la suite, plusieurs autres études ont montré que la malnutrition périnatale (faible ou importante
prise de poids) pouvait étre a I'origine de I'obésité (Oken et al., 2003, Rolland-Cachera et al., 2013),
la résistance a l'insuline et le diabéte (Eriksson et al., 2002), I'hypercholestérolémie (Kuzawa et
al., 2003), I'hypertension artérielle (Adair et al, 2005) et un risque élevé de maladie
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cardiovasculaire (Leon et al.,, 1998 ; Huxley et al., 2007). Enfin, le stress maternel durant la
grossesse a également été considéré comme délétére dans le développement du syndrome
métabolique (Barker et al., 1990).

1.3. Sommeil

Tant la qualité que la quantité de sommeil sont des facteurs essentiels pour maintenir un poids
constant (Kim et al., 2012). Il a été montré que les personnes qui dorment moins de 7 heures par
nuit présentent un IMC plus important comparé a ceux qui dorment entre 7 et 8 heures par nuit
(Patel et Hu, 2008 ; Cedernaes et al., 2015). Le lien entre obésité et sommeil pourrait s’expliquer
par la perturbation de la sécrétion des hormones régulant la satiété (augmentation de la présence
d’hormones augmentant la prise alimentaire et diminution des signaux de satiété dans le sang ;
Spiegel et al.,, 2004) et une altération de la thermogenése (Jung et al., 2011 ; Markwald et al.,
2013).

1.4. Stress

De nombreuses études ont montré une association entre le stress avec la prise de poids ou
I'adiposité. La probabilité qu’un tel lien existe est augmentée si le patient est déja en surpoids
(Dallman et al., 2005 ; Torres and Nowson, 2007) ou s'il présente de fortes concentrations de
glucose ou d’insuline circulantes (Rajita and Jastreboff, 2013). Les changements dans les
comportements alimentaires comme lors de l'altération de la réponse motivée par la prise
alimentaire peuvent étre a I'origine de ce phénomeéne. Toutefois, ils sont dépendants de beaucoup
d’autres paramétres et sont difficiles a décrire comme la composante émotionnelle liée a la
nourriture propre a chaque individu (Alsio et al., 2012). Mais en cas de stress aigu, 'organisme
répond au stimulus stressant en stimulant a la I'axe hypothalamo--hypophyso-surrénalien. Cela
entraine une augmentation de la sécrétion des glucocorticoides par les glandes surrénales et un
déréglement du systéme nerveux autonome (McEwen, 2007). L’exposition aux glucocorticoides
entraine une augmentation des taux plasmatiques d’hormones métaboliques et altére I’'expression
des neuropeptides régulant la prise alimentaire (Hanson and Dallman, 1995 ; Maniam and Morris,
2012).

2. Facteurs génétiques

Dans la majorité des cas, la perturbation simultanée de I'expression de plusieurs genes est
nécessaire pour entrainer le développement de I'obésité. Ce sont les formes polygéniques
d’obésité. Ces mutations prises individuellement n’ont pas forcément un impact sur la prise de
poids, mais quand elles sont groupées, résultent en une prédisposition importante. Sous le poids
de la composante environnementale, il est possible que la prise de poids puisse étre plus
importante. Ainsi, les individus présentant un polymorphisme du géne codant pour le récepteur p2
adrénergique (ADRB2 GIn27Glu) a 2,56 fois plus de chances de développer I'obésité sous un
régime majoritairement composé de carbohydrates (Martinez et al., 2003).

Dans le cas des formes oligogéniques a pénétrance variable, la mutation peut toucher un groupe
de protéines impliquées dans la signalisation intracellulaire, comme les récepteurs. La
modification, influant sur I'activité de ces protéines, perturbant la sensibilité de I'individu a son
environnement. Par exemple, la mutation du récepteur aux mélanocortine 4 (MC4R), de la
dioxygénase dépendante a I'a-cétoglutarate (FTO) ou du récepteur gamma activé par I'activateur
des peroxysomes (PPARG) entraine une obésité associée a une augmentation importante de la
prise alimentaire (Frayling et al., 2007 ; Loos et al., 2008 ; Altshuler et al., 2000).

Enfin, il existe des mutations génétiques qui, a elles seules, entrainent une obésité sévére sans
aucune implication du comportement ou de I’environnement. Ces genes jouent donc un rdle clé
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dans la régulation du métabolisme énergétique et sont le siege de mutations monogéniques a
pénétrance compléte. Parfois, I'obésité monogénique peut étre associée a des anomalies
développementales, nous parlons dans ce cas d’obésités syndromiques. Par exemple, le syndrome
de Prader-Willi ou le syndrome de Bardet-Biedl (mutations autosomiques associées a un retard
mental et un hypogonadisme). Dans d’autres cas, I'obésité sévére est liée a un trouble du systéme
endocrinien comme dans la mutation du géne codant pour la leptine (LEP) (Montague et al., 1997 ;
Strobel et al., 1998) ou le récepteur a la leptine (DB) (Clement et al., 1998).

III.  Larégulation de la balance énergétique

Environnement et mode de vie
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Figure 1 : Représentation schématique de la régulation de I'noméostasie énergétique et les facteurs influant sur son
activité (inspiré de Lenard and Berthoud, 2008)

Un individu est capable d’adapter sa prise alimentaire ainsi que son niveau d’énergie dépensée en
fonction de son environnement. C’'est un mécanisme de survie qui permet de maintenir un équilibre
énergétique, favorable au bon fonctionnement du corps, que lI'on appelle aussi balance
énergétique. Cet équilibre est visible macroscopiquement par un poids de consigne (« Fat mass set
point »), dépendant de chacun en fonction des génes qu’il a hérités ainsi que de I’environnement
dans lequel il évolue. Elle est exprimée en calorie (cal) soit la quantité d’énergie requise pour élever
la température d’'un gramme d’eau d’un degré Celsius.

Il existe 3 principales formes de source d’énergie qu’'un individu peut ingérer : les glucides ou
carbohydrates (4 kcal/g), les lipides (9 kcal/g) et les protéines (5 kcal/g). Quand ils ne sont pas
utilisés directement par I'organisme, ces éléments sont stockés sous forme de graisses dans le
tissu adipeux ou de glycogéne par le foie. La dépense énergétique posséde 3 composantes
différentes : le métabolisme de base (énergie nécessaire a l'activité vitale, peu variable, mais
dépendante de lindividu, représentant entre 60 et 75% de la production d’énergie), la
thermogenése (production de chaleur qu’elle soit postprandiale afin de permettre I'assimilation
des aliments ou adaptative afin de maintenir la température corporelle constante) et I'activité
physique (20-30% de la dépense énergétique, seule composante réellement variable
consciemment).
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L’homéostasie énergétique, définie comme le retour du métabolisme énergétique a une valeur
bénéfique pour I'organisme, est un mécanisme stable et robuste. Un individu avec un IMC
«normal » est protégé d’une prise de poids excessive lors d’un écart alimentaire (Sims et al., 1973).
Cela indiqgue qu’un certain nombre de mécanismes biologiques centraux et périphériques
protégent de la prise de poids. Ces mécanismes répondent a I'intégration de multiples signaux et
régulent le métabolisme a court comme a long terme (Morton et al., 2006).

L'obésit€é, d’origine génétique ou environnementale, implique donc ces mécanismes de défense et
les perturbations engendrées sont le résultat d’interactions délétéres entre I'environnement
obésogene et ce systéme de protection. La balance énergétique est dés lors positive (plus d’énergie
ingérée que dépensée), I'organisme doit alors stocker davantage d’éléments dans le tissu adipeux,
augmentant sa proportion.

1. Les signaux régulateurs de la prise alimentaire a court terme

CHYP [ nTs
Prise alimentaire ‘gﬁ{xﬁ\ Prise alimentaire
Ghréline D|ster.15|on
’ gastrique
Régulation a Insuline \ Régulation a
long terme \ Nerf vague court terme
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Figure 2 : La régulation de la prise alimentaire sur le court et le long terme. Le noyau du tractus solitaire (NTS) est un
relai intégrateur. Pour la majeure partie de la régulation a court terme de la prise alimentaire, il intégre des signaux
périphériques principalement nerveux. Parmi eux, on trouve la trouve la distension gastrique provenant des
mécanorécepteurs de I'estomac ou les afférences vagales qui relayent les signaux anorexigénes de la cholécystokinine
(CCK) ou le glucagon-like-peptide-1 (GLP-1). L’hypothalamus (Hyp) est un relais métabolique qui intégre les signaux
métaboliques circulants anorexigénes comme la leptine, I'insuline ou le peptide YY3-36 (fleches vertes) ou orexigénes
comme la ghréline (fleche rouge). Adapté de Luquet, 2008 dans Médecine/Sciences.

Chez beaucoup de vertébrés, la prise alimentaire est réalisée au cours de repas. C'est-a-dire durant
des périodes définies par un début et une fin. La régulation a court terme de la prise alimentaire
correspond a I'ensemble des processus impliqués dans la sensation de faim, le processus de
rassasiement et dans I'état de satiété entrainant I'absence de prise alimentaire interprandiale au
cours d’une journée. |l était assez difficile d’établir de réels facteurs d’initiation de la prise
alimentaire. D’abord c’est la contraction de I'estomac qui a été suggérée comme étant le facteur
stimulateur principal de la prise alimentaire (Cannon and Washburn, 1912). Puis, la détection de
I'hypoglycémie a été reconnue comme étant le premier signal stimulant I'appétit (Mayer, 1953).
Plus récemment, la ghréline, produite et sécrétée par I'estomac a été décrit comme un facteur
initiateur de la prise alimentaire (Cummings et al., 2001).
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Les facteurs de « satiation » (perception d’étre rempli initiant I'arrét de la prise alimentaire) ou de
« satiété » (réduction de I'attrait pour la nourriture aprés un repas ; Guyenet and Schwartz, 2012)
sont quant a eux mieux définis. Une fois la prise alimentaire initiée, I'estomac se remplit entrainant
sa distension et active des mécanorécepteurs qui renseignent des centres du tronc cérébral sur
I’état de remplissage via le nerf vague (Ritter, 2004). La cholécystokinine (CCK) est sécrétée par
I'intestin gréle en réponse a la détection du gras et des protéines présentes dans le bol alimentaire
et active le nerf vague afin de stopper la prise alimentaire (Gibbs et al., 1973 ; Kissileff et al., 1981).
L'intestin sécréte également le glucagon-like peptide-1 (GLP-1), le peptide YY (PYY3-36) et
I’'entérostatine en réponse a la prise alimentaire (Cummings and Overduin, 2007). Le pancréas est
aussi un des acteurs de la régulation énergétique postprandiale en sécrétant le polypeptide
pancréatique, le glucagon ou I'amyline (Katsuura et al., 2002 ; Okada et al., 1991 ; Geary and
Smith, 1982) pour diminuer la sensation de faim.

2. Centres intégrateurs et régulateurs des signaux métaboliques a court terme

Les principaux centres qui intégrent les signaux régulateurs de la prise alimentaire a court terme
sont situés au niveau du cerveau postérieur. |l s’agit du noyau du tractus solitaire (NTS), le noyau
moteur dorsal du nerf vague (DMV) et de I'area postrema (AP). La majeure partie des signaux sont
intégrés via I'activation des fibres afférentes du nerf vague, comme lors de l'activation des
mécanorécepteurs de I'estomac (Ritter, 2004). Les hormones de satiété, produites par les organes
périphériques en réponse au bol alimentaire, passent dans le sang et sont capables d’atteindre
directement les neurones du NTS, au niveau de I'area postrema, une zone ne présentant pas de
barriere hématoencéphalique (BHE, voir chapitre 3). Enfin, I'activation des voies nerveuses
régulatrices de la prise alimentaire, présentes au niveau de I’hypothalamus peuvent aussi envoyer
des projections axonales jusqu’au NTS afin que ce centre puisse étre informé des signaux
régulateurs a long terme et les intégrer au message final (Morton et al., 2005).

3. Les signaux régulateurs de la prise alimentaire a long terme

Au-dela de pouvoir gérer la prise alimentaire au quotidien, I'organisme a besoin de messagers qui
lui permettent de connaitre |'état des stocks énergétiques dont le corps dispose. Ces messages et
les mécanismes qui leur sont associés permettent de maintenir les réserves d’énergies, et donc
un poids stable sur de longues périodes. Parmi les signaux a long terme, il existe la leptine,
I'insuline et 'amyline. La leptine est produite majoritairement par les adipocytes du tissu adipeux
en proportion de la quantité de gras présente. Ce signal informe le cerveau, en temps réel, de I'état
du centre principal de stockage d’énergie. La leptinémie varie donc peu et principalement en
fonction du style de vie. Toutefois, nous avons vu précédemment qu’elle peut également intervenir
dans la régulation de la prise alimentaire a court terme (Chin-Chance et al., 2000). L’insuline et
I’'amyline sont quant a elles produites par les cellules B pancréatiques en réponse a I'augmentation
de la glycémie et fait état de la disponibilité du glucose. L’insuline joue également un réle primordial
dans le stockage du glucose circulant dans les tissus périphériques, diminuant ainsi la glycémie.

4. Les centres intégrateurs et régulateurs des signaux métaboliques a long terme

4.1. L’hypothalamus
L’hypothalamus est une structure du systéme nerveux central situé a la base du crane. Il est
composé de plusieurs groupes de neurones ou noyaux, entourant le 3¢ ventricule donc le plancher
est formé par I’éminence médiane. Les noyaux impliqués dans la régulation de la balance
énergétique sont, du plus ventral au plus dorsal, le noyau arqué (ARC), I’hypothalamus
ventromédial (VMH), dorsomédial (DMH), latéral (LHA) et paraventriculaire (PVH). Les signaux
métaboliques sont intégrés de maniére séquentielle, d’abord par les neurones dits de premier
ordre, présents au sein du ARC. lIs sont connectés avec des neurones dits de second ordre présents
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dans le VMH, le DMH, la LHA, le PVH ou dans des zones extrahypothalamiques le NTS, le DMV ou
noyau parabrachial (PVN).

L’hypothalamus est le principal centre intégrateur des signaux de satiété a long terme, en raison
de I'expression des récepteurs a la leptine et a I'insuline sur ses neurones (Cheung et al., 1997 ;
Benoit et al., 2002, Baskin et al., 1999 ; Marks et al., 1990).

4.2. Le noyau arqué et les neurones du premier ordre

Au sein du noyau arqué, il existe deux populations de neurones qui sont des éléments clés dans la
régulation de la prise alimentaire. L'une d’entre elles exprime des peptides anorexigénes qui
entrainent la diminution de la prise alimentaire. Ce sont les neurones a pro-opiomélanocortine
(POMC) et au transcrit régulé par la cocaine et 'amphétamine (CART, neurones POMC-CART).
L'autre population des peptides orexigénes, augmentant la prise alimentaire, les neurones a
Neuropeptide Y (NPY) et a la Agouti related protein (AgRP, neurones NPY-AgRP). Ces neurones sont
sensibles aux signaux métaboliques périphériques (leptine, insuline, ghréline) car ils expriment
leurs récepteurs spécifiques, mais également aux métabolites énergétiques (glucose, acides gras
et acides aminés) (Zhang et al., 2003 ; Laugerette et al., 2005 ; Berthourd and Morrison, 2008).
lls interagissent entre eux, régulant mutuellement leur activité et envoient leurs projections vers
d’autres neurones impliqués dans les réponses adaptatives endocrines et autonomes du
comportement alimentaire. Par exemple, pour diminuer la prise alimentaire, le mode d’action le
plus décrit dans la littérature est la stimulation de la production et activité de I'hormone
mélanotrope (a-MSH) sur son récepteur MCA4R présent sur des neurones du noyau
paraventriculaire (Cowley et al., 1999).

4.2.1. Les neurones anorexigénes POMC/CART

Les neurones a POMC sont présents dans I’ARC, mais on en trouve également au niveau du cerveau
postérieur ou ils contrdlent la taille de repas (Kanoski et al., 2012). Quand ces neurones sont
détruits ou quand le géne codant pour la POMC est muté, les individus sont obéses, ce qui montre
leur role crucial dans I’homéostasie énergétique (Mercer et al.,, 2013 ; Gautron et al 2015 ; Muller
etal., 2016 ; Caron et al., 2018). Au cours de I'état « nourri », les neurones POMC sont dépolarisés
grace a l'activité les signaux métaboliques sur leur récepteurs (Cowley et al., 2001). En paralléle,
une signalisation intracellulaire permet I'expression de la POMC. C’est un précurseur protéique qui
sera, par la suite, clivé par les protéines convertases 1 et 2 (PC1 et PC2), la carboxypeptidase E
(CPE) et la peptidyl a-amidating monooxygenase (PAM) pour générer I'adrénocorticotropine (ACTH),
I'a, B et y-Melanocyte-Stimulating-Hormone (MSH) et la B-endorphine (Toda et al., 2017). L'a-MSH
est une protéine qui sert d’agoniste a de nombreux récepteurs présents dans I’hypothalamus pour
inhiber la prise alimentaire. Parmi eux se trouve le récepteur a la mélanocortine de type 4 (MC4R).
Aprés sa production, I'a-MSH va étre ensuite sécrété au niveau des terminaisons axonales des
neurones a POMC qui se projettent notamment dans le PVH, entrainant la diminution de la prise
alimentaire. L’activité des neurones a POMC est finement régulée a I'aide de nombreux messagers
provenant de la périphérie, mais également grace a d’autres neurones. Tout d’abord, les neurones
AgRP/NPY, présents autour d’eux, les inhibent en cas de jeline (Horvath et al., 1992 ; Cowley et al.,
2001). Les neurones noradrénergiques du locus coeruleus et du cerveau postérieur, les neurones
cholinergiques du DMH sont eux aussi capables de les inhiber via leurs projections dans le noyau
arqué (Bouret and Richmond, 2015 ; Jeong et al., 2017). Il existe plusieurs populations de
neurones a POMC. Certains expriment les récepteurs a la leptine, d’autres a I'insuline ou encore a
la sérotonine. Ces neurones sont stimulés par ces ligands sécrétés aprés la prise alimentaire, mais
ils sont également inhibés en I'absence de ces peptides. Enfin, les neurones a POMC peuvent étre
activés par les cestrogénes réduisant ainsi la prise alimentaire (Steyn et al., 2018).
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4.2.2. Les neurones orexigenes NPY/AgRP

La production des peptides NPY et AGRP dans I’ARC est directement liée a I’état énergétique global.
En effet, I'expression de ces neuropeptides varie en réponse aux signaux orexigenes et
anorexigénes dans le but de réguler la prise alimentaire (Broberger et al., 1998 ; Hahn et al., 1998).
La situation de jeline entraine une augmentation de I'expression de ces peptides et la
consommation de nourriture diminue leur production (Swart et al., 2002). Le niveau d’expression
de AgRP et NPY est donc le reflet de la quantité de nourriture ingérée (Su et al., 2017). Les
neurones NPY/AgRP sont également stimulés par I’hormone orexigéne produite par I'estomac : la
ghréline. En se fixant sur son récepteur, elle entraine 'augmentation de I'oxydation des acides gras,
associée a une augmentation de la respiration mitochondriale et une augmentation de I'activité de
I’(AMPK) dans les neurones. Ces éléments vont stimuler la production d’AgRP et NPY (Andrews et
al., 2008 ; Horvath et al., 2009). L’activité des neurones NPY/AgRP est aussi modulée par la leptine
et linsuline ainsi que plusieurs types de neurones provenant du PVH: les neurones
glutamatergiques (Liu et al., 2012) ou exprimant I'hormone sécrétant de la thyrotropine (TRH ;
Krashes et al 2014). NPY es neurones NPY/AgRP sont également des neurones GABAergiques.
Leurs projections sécrétant le GABA, inhibent les neurones POMC du ARC ou les neurones
exprimant le MC4R dans le PVH. Le peptide AgRP, lui-méme, est considéré comme un agoniste
inverse des récepteurs aux mélanocortines (Ollmann et al.,, 1997 ; Tolle and Low, 2008). Les
terminaisons axonales des neurones NPY/AgRP projettent également vers des neurones du DMH,
du télencéphale et du pont pour réguler la prise alimentaire (Singru et al., 2017). Leur activité
intervient également dans la régulation de la sensibilité a I'insuline dans le tissu adipeux brun via
des connexions avec I'hypothalamus latéral et la stria terminalis (Steculorum et al., 2016) ou dans
le comportement impliqué dans la quéte de nourriture grace aux projections dans le noyau médian
de 'amygdale (MeA) (Padilla et al., 2016) entre autres. Ce sont des neurones capables de moduler
leur mode d’action en fonction de I’environnement énergétique. Lors du passage a un régime gras
et palatable, les circuits neuronaux impliquant AgRP tendent davantage a stimuler les circuits de
I’émotion plutdt que ceux de la prise alimentaire pure (Denis et al., 2015).

4.3. Les neurones du second ordre et le systéme a mélanocortine

Les neurones du premier ordre sont capables de moduler I'activité des neurones du second ordre.
Les neurones a AgRP/NPY peuvent inhiber les neurones anorexigénes et activer les voies
orexigéniques grace a leur activité GABAergique ou l'action du NPY sur leur récepteurs YAR et Y5R
(Fekete et al., 2001). Les projections des neurones a POMC sécrétent I'a-MSH et viennent stimuler
les récepteurs aux mélanocortines pour activer les voies anorexigénes. Ces neurones du ARC se
projettent d’autres noyaux de I'hypothalamus comme, le VMH, le DMH, le LH et le PVH, mais
également dans des noyaux extrahypothalamiques. De fagon schématique, les noyaux du VMH et
PVH sont considérés comme les centres de la satiété et contiennent des neurones anorexigenes a
corticolibérine (CRH), TRH et ocytocine. L’hypothalamus latéral est quant a lui le centre de la faim
et contient des neurones orexigénes a melanin-concentrating-hormone (MCH) et orexine (Schwartz
et al., 2000). Ces neurones du second ordre vont ensuite projeter vers le NTS, ol I’ensemble des
afférences seront intégrées et un message efférent produit pour maintenir I’hnoméostasie
énergétique.

Parmi les 5 récepteurs aux mélanocortines, les récepteurs de type 3 et 4 (MC3/4R) sont les plus
importants dans la régulation du métabolisme. Les MC3R et MC4R font partie de la famille des
récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs) et sont exprimés a la surface des neurones du second
ordre au niveau des terminaisons axonales. Les neurones du premier ordre transmettent leur
message grace a la sécrétion d’a-MSH ou d’AgRP, capables de moduler I'activation des MC3/4R.
Ces résultats ont permis de mettre en lumiére la corrélation entre la régulation de la prise
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alimentaire et I'activation de ces neurones exprimant MC4R (Wang et al., 2015 ; Mountjoy et al.,
1994). De plus, chez ’'Homme comme chez le rongeur, I'absence de I'activité du MC4R (mutation
ou recombinaison) entraine hyperphagie, baisse de la dépense énergétique, augmentation de la
masse grasse, perturbation de I’hnoméostasie du glucose et baisse du tonus sympathique (Yeo et
al., 1998 ; Huszar et al., 1997 ; Butler et al., 2001). C’'est au travers de la modulation de I'activité
des neurones glutamatergiques que le récepteur MCA4R intervient dans la régulation du
métabolisme énergétique. Les neurones GABAergiques ne semblent pas avoir un réle important.
En effet, dans le cas ou les deux populations de neurones sont inactives, seule la réactivation de
neurones glutamatergiques améliore le phénotype d’obésité (Shah et al., 2014).

Au sein du PVH, il y a une segmentation fonctionnelle des neurones. Tous les neurones exprimant
MC4R ne jouent pas un role dans I’homéostasie énergétique. L’activation de MC4R au niveau des
neurones exprimant le facteur de transcription Sim1 (Single minded 1) entraine la diminution de la
prise alimentaire, limitant ainsi le stockage des lipides dans le tissu adipeux, mais n’affecte pas la
dépense énergétique (Balthasar et al.,, 2005 ; Holder et al., 2004). L'implication des neurones
dopaminergiques dans ces mécanismes a également été démontrée, dans une plus faible
proportion (Cui et al, 2013). Toutefois, les neurones dopaminergiques sécrétant la CRH,
I’ocytocine, I'arginine-vasopressine ou la prodynorphine du PVH n’ont apparemment aucun impact,
seuls, sur la balance énergétique (Shah et al., 2014). Bien que les neurones exprimant le récepteur
a I'ocytocine activent les neurones MC4R du PVH, il semblerait donc nécessaire que ces neurones
agissent ensemble pour avoir une incidence visible sur le phénotype.

Les neurones exprimant le MC4R sont également impliqués dans la régulation de la glycémie. En
effet, une hyperglycémie associée a une hyperinsulinémie a été observée chez les rongeurs
n'exprimant pas le MC4R, bien avant le développement de I'obésité. Cela semble indiquer que
I’activité de ces neurones est impliquée dans la régulation de la glycémie, sans lien direct avec la
présence de gras en excés (Huszar et al 1997 ; Ste Marie et al., 2000). La régulation centrale de
la glycémie se fait via le systéme nerveux autonome impliquant les MC4R présents sur les neurones
du noyau intermédiolatéral de la moelle épiniére (IML) et le noyau dorsal médial du nerf vague
(DMV). Toutefois ces neurones n’interviennent pas dans la sécrétion d’insuline. A I'inverse,
I'activation du MC4R sur les neurones exprimant le géne Paired-like homeobox 2b (Phox-2b) dans
le DMV entraine une inhibition du tonus parasympathique qui va inhiber le relargage de l'insuline
par le pancréas, mais n’affecte pas le tonus glycémique. Toutefois, de maniére intéressante, la
délétion du géne MC4R dans les neurones du systéme nerveux autonome entraine une baisse du
tonus sympathique. Toutefois le phénotype observé correspondrait a celui rencontré lors une
excitation sympathique exacerbée (augmentation du relargage du glucose dans la circulation)
suggérant que, dans ce contexte, la composition corporelle y joue un réle (Berglund et al., 2014).

31



Réponses endocrines Réponses du
. systéme autonome

NPY/GABA

Leptine

Insuline POMC

W CART
Ghréline —_»"
/

Acides aminés | | Glucose | | Acides gras

Figure 3 : Les principaux circuits hypothalamiques impliqués dans la régulation du métabolisme énergétique. Les
signaux métaboliques périphériques, activent leurs récepteurs spécifiques sur les neurones du premier ordre orexigénes
(NPY/AgRP) ou anorexigénes (POMC) présents dans I’ARC. Les terminaisons axonales de ces neurones vont stimuler les
neurones du second ordre, notamment dans le PVN et la LHA (Inspiré de Baldini and Phelan, 2019)

5. La régulation des dépenses énergétiques

La dépense énergétique regroupe 3 processus différents capables de produire de la chaleur
(métabolisme de base, chaleur produite par I'activité physique et la thermogénése). lls ont pour
point commun d’étre régulés grace a une communication fine entre le systéme nerveux central
avec le tissu adipeux blanc (WAT) ou le tissu adipeux brun (BAT). De nombreuses structures
hypothalamiques participent a cette régulation : ’ARC (Coppari et al., 2005), le VMH (Perkins et al.,
1981), le DMH (Jeong et al., 2015), le PVH (Madden and Morrison, 2009) ou I’'hypothalamus latéral
(LHA) (Zhang et al., 2010).

Cette communication peut se faire de maniére nerveuse, via des fibres sympathiques afférentes
et efférentes (Bartness et al, 2010; Vaughan et al, 2014) dont I'activation entraine la
thermogenése du BAT et la lipolyse du WAT. La thermogenése permet de maintenir la température
corporelle de I'individu, mais également de dissiper la chaleur produite aprés la prise alimentaire.
Le BAT, localisé entre les épaules chez le rongeur joue un rble majeur dans ce processus.
L’activation sympathique du BAT active les récepteurs B3 adrénergiques présents sur les
adipocytes, entrainant I'augmentation de I'expression de l'uncoupling-protein-1 (UCP1). Cette
protéine va découpler la chaine mitochondriale, activer la chaine de phosphorylation oxydative
présente dans les mitochondries et produire ainsi de I'adénosine triphosphate (ATP) et de la
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chaleur. L'injection centrale d’agonistes des récepteurs aux mélanocortines augmente le tonus
sympathique dans le BAT, ce qui suggéere I'implication des neurones exprimant MC4R dans la
régulation de ce processus (Brito et al., 2005).

Toutefois, certaines hormones peuvent également servir de messager. Les plus connus sont les
hormones thyroidiennes. La production de cette hormone est contrélée par I'axe hypothalamo-
hypophyso-thyroidien (HHT). La stimulation des neurones de I’hypothalamus produisant I'hormone
thyréotrope (TRH) augmente le tonus sympathique (Kim, 2008) au niveau du BAT ainsi que la
sécrétion des hormones thyroidiennes (T3 et T4). Ces molécules, surtout la T3, sont capables
d’induire I'augmentation du métabolisme de base, mais également la thermogenése dans le BAT.
Au niveau hypothalamique, les neurones du VMH expriment le récepteur aux hormones
thyroidiennes (TR) et leur stimulation par la T3 entraine une augmentation du tonus sympathique
associé a la lipogenése du WAT. Dans le BAT, I'administration de la T3 active I'expression de UCP1
(Bianco et al., 2002, Silva et al., 1995 ; Lopez et al., 2010). Une autre hormone produite, elle, par
le WAT est également impliquée dans la régulation des dépenses énergétiques. Il s’agit de la
leptine.

IV. Laleptine et ses récepteurs : acteurs majeurs de la régulation de

I’homéostasie

1. Structure et production de la leptine

La leptine (du grec « leptos » qui veut dire « mince ») est une protéine découverte en 1994, de 16
kDa produite par I'expression du géne humain LEP ou murin ob localisé sur le chromosome 7 et 6
respectivement. Les 21 premiers acides aminés représentent le signal de sécrétion qui permet la
translocation de la molécule dans le réticulum endoplasmique (RE). Dans cette organelle, elle est
clivée pour pouvoir étre sécrétée (Zhang et al., 1994). C'est une protéine hautement conservée
(homologie de séquence supérieure a 65% chez les mammiféres) au travers des espéces animales
dont la structure en 4 hélices o antiparalléles est trés proche de celles des cytokines a longue
chaine comme le «ciliary neurotrophic factor » (CNTF) ou l'interleukine 6 (Denver et al.,, 2011 ;
Zhang, 1997). Elle est produite en majorité par le tissu adipeux blanc en proportion de la quantité
de triglycérides présente. Sa sécrétion par le tissu adipeux est constitutive. Ainsi, la leptine est le
reflet de I'état des stocks énergétiques d’un individu, capable d’informer 'ensemble des organes
de ce dernier a long terme (Frederich et al., 1995, Myers and Leibel, 2015). Mais la leptine a
également un effet satiétogéne a court terme (Ahima, 2005). D’autres tissus sont connus pour
produire et sécréter de la leptine dans une plus petite proportion, comme la muqueuse de
I'estomac (Bado et al., 1998), le placenta (Mise et al., 2007), le muscle (Ahima and Flier, 2000) ou
encore I'hypophyse (Jin et al., 2000).

L’expression et la sécrétion de la leptine sont dépendantes du rythme circadien, de facteurs
circulants (cytokines inflammatoires, glucocorticoides, insuline), de la noradrénaline, des taux
intracellulaires d’AMPc, de la mélatonine, mais également du statut énergétique (a jeun, nourri,
etc...) (Dagogo-Jack, 2001 ; Trayhurn et al., 1999 ; Rasmussen et al., 1999 ; Mantzoros et al.,
1996). En effet, une mise a jeun entraine une diminution des taux circulants de leptine et dans le
cas de I'obésité, nous observons une augmentation importante de la leptinémie (Ahima et al.,
1996). Il existe également un dimorphisme sexuel concernant les taux de leptine circulants. La
synthése de leptine étant stimulée par les cestrogenes et inhibée par la testostérone, les femmes
ont une leptinémie plus élevée que les hommes (Moon et al., 2013).

L'importance de cette adipokine dans la physiologie générale a été mise en évidence bien avant
sa découverte, grace a I’étude de patients et de rongeurs (Souris ob/ob pour « obese ») présentant
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une mutation ponctuelle sur le géne codant pour la leptine (Montague et al., 1997). L’absence de
cette hormone entraine une obésité trés importante dés le plus jeune age, associée a
I'augmentation de la prise alimentaire, a la baisse de la dépense énergétique, a I'infertilité et au
diabéte entre autres (Myers and Leibel, 2015). Les expériences de parabiose de Coleman en 1973
chez ces animaux obéses ont pu mettre en évidence qu’un facteur circulant était capable de
rétablir un poids normal chez la souris (Coleman, 1973). De plus, chez ’'Homme, la totalité des
troubles observés a été renversée par le seul traitement des individus a la leptine (perte de poids,
régulation de I'homéostasie glucidique, restauration de la fertilité...) (Farooqi et al., 2002).
Toutefois, si la présence du peptide qui est importante, celle de ses récepteurs spécifiques le sont
tout autant car transduisent son action au sein des différents organes.

2. La structure des récepteurs a la leptine

C’est a nouveau, lors des expériences de parabiose de Coleman, sur les souris db/db (pour
« diabéte »), qu’il a été démontré que I'effet du facteur sérique étudié passait par un récepteur. Le
géne humain LEPR ou murin db code pour les récepteurs a la leptine (LepR). La protéine a été
isolée pour la premiére fois dans les plexus choroides de souris en 1995 (Tartaglia et al., 1995).
C’est grace a I'épissage alternatif que six isoformes différentes des récepteurs a la leptine sont
produites (LepRaf; Lee et al., 1996 ; Wang et al., 1996). lls font tous partie de la famille des
récepteurs a cytokines de type |, mais ont des tailles et des structures différentes. Il est possible
de les regrouper en 3 groupes : long, court et soluble. Tous se composent d’une partie N-terminale,
extracellulaire, ou le ligand vient se fixer pour former d’un dimére de récepteurs. Cing isoformes
possédent une partie transmembranaire de 34 acides aminés (LepRabcdf), Les formes courtes
(LepRa.cdf) possédent une partie intracellulaire de 32 a 40 acides aminés. Celle de la forme longue
(LepRP), codant pour différents motifs de signalisation, fait 303 acides aminés (LepR®b, forme
longue). La longueur de cette partie intracellulaire dépend de I'épissage et donne la fonction au
récepteur. La forme longue est la seule forme active du récepteur a la leptine. Elle est la seule a
permettre la transmission totale du signal induit par la fixation de la leptine a son récepteur. Les
autres formes sont proposées pour médier le transport de la leptine (Bjorbaek et al., 1998). Enfin,
Ilisoforme LepRe est la forme soluble des LepR. Elle ne posséde pas de domaine
transmembranaire. Elle est supposée avoir un réle dans I'inactivation de la leptine circulante et
son transport (Li et al., 1998).

La mutation ponctuelle constatée chez le rongeur db/db est localisée sur le géne codant pour les
LepR, mais n’affecte que la forme b du récepteur. En effet, cela provoque un changement dans
I’épissage aboutissant a I'expression d’une forme longue du récepteur tronquée dans sa partie
intracellulaire (Chen et al., 1996). Ne pouvant médier son signal correctement (Ghilardi et al.,
1996), cette forme est donc inactive. D’autres mutants (db3!/db3’ et dbPAS/dbPAS) présentent des
LepRb qui ne possédent pas de segment intracellulaire et transmembranaire. Le phénotype
associé a ces mutants est similaire a celui des ob/ob justifiant ainsi son rble essentiel dans la
régulation homéostatique et son réle médiateur de I'activité de la leptine.
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Figure 4 : Les différentes isoformes des récepteurs a la leptine. Les récepteurs a la leptine ont 6 isoformes différentes,
obtenues par épissage alternatif. Méme si le domaine extracellulaire est commun a toutes les isoformes, le domaine
intracellulaire différe d’un variant a 'autre. Le nombre indiqué sous chacun d’entre eux indique leur nombre d’acide
aminé caractéristique. Le motif Box1 est nécessaire pour I'interaction avec JAK et son activation. Seule la forme longue
(LepRb) contient les motifs protéiques pour induire la voie de signalisation JAK/STAT. Les trois résidus tyrosine dont la
phosphorylation est importante pour la signalisation liée a la leptine sont indiqués sous sa représentation. Y985 interagit
avec la SH2-containing protein tyrosine phosphatase 2, Y1077 avec STAT5, and Y1138 avec STAT3.

3. La signalisation des récepteurs a la leptine

Les LepR sont des récepteurs a cytokine de type | ne possédant pas d’activité kinase intrinséque.
Ces récepteurs sont recrutés a la membrane sous forme de complexes inactifs. Il s’agit souvent de
dimeéres. lls peuvent étre composés de deux récepteurs identiques ou différents. En effet, il a été
suggéré que des complexes « Forme longue-Forme courte » se forment, mais uniquement en
présence du ligand naturel (Nakashima et al., 1997 ; White and Tartaglia, 1999 ; Bacart et al.,
2010). La fixation de la leptine entraine un changement de conformation de ces complexes
permettant le recrutement et I'activation optimale de protéines médiatrices comme JAK2 (Kinase
Janus 2) (Hegyi et al., 2004). Cette protéine, une fois recrutée, se fixe au niveau d’une zone
intracellulaire, le motif riche en proline « box 1 », présente dans les formes courtes et longues du
LepR. JAK2 s’active ensuite par autophosphorylation et phosphoryle des résidus tyrosines afin de
recruter d’autres protéines et transmettre le message intracellulaire lié a la leptine (Myers et al.,
2002, Banks et al., 2000). L'induction de ces cascades de transduction est spécifique a un résidu
et n’est possible que sur le LepRb, car il s’agit de la seule forme contenant des résidus tyrosines
phosphorylables (Tyr979, Tyr985, Tyr 1077 et Tyr 1138). Toutefois, les formes courtes peuvent
également présenter un signal plus faible (Murakami et al., 1997).

3.1. Signalisation JAK/STAT3

La phosphorylation du résidu tyrosine 1138 entraine le recrutement et la fixation de la protéine
STAT3 (Signal transducteur et activateur de la transcription 3) sur le motif riche en proline « box3 »
grace a son domaine SH2 (« Src homology 2 »). JAK2 va ensuite phosphoryler STAT3 sur son résidu
tyrosine 705 (Banks et al., 2000). Cela entraine la dissociation de pSTAT3 du récepteur qui va
ensuite s’associer avec une autre protéine pSTAT3 ou avec une autre phosphoprotéine de la famille
STAT (pSTATZ1, pSTAT5S ou pSTAT6). Cette homo ou hétérodimérisation va permettre aux complexes
de migrer vers le noyau et servir de facteur de transcription. Il est également possible que 2
protéines STAT3 non phosphorylées se dimérisent entre elles dans le cytoplasme pour étre ensuite
phosphorylées par JAK2 (Mohr et al., 2012).
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PSTAT3 sert de facteur de transcription pour les génes Socs3, Ptplb, Pomc, Cart, Npy, ASRP.
L’activation de STAT3 entraine 'augmentation de I'expression des peptides anorexigéniques POMC
et CART ainsi que SOCS3 et PTP1B et diminue I’'expression des peptides NPY et AGRP via une
activation ou une inhibition de leurs genes respectifs (Bates et al.,, 2003 ; Minzberg et al., 2003 ;
Mesaros et al., 2008). Les protéines Suppresseur de signal aux cytokines 3 (SOCS3) et
Phosphotyrosine phosphatase 1B (PTP1B) sont capables d’atténuer le signal dépendant du LepR
via une boucle régulatrice négative, inactivant JAK2 et sa cascade associée (Bjorbaek et al., 1999 ;
Dunn et al., 2005).

Cette voie de signalisation est essentielle dans la régulation de I’hnoméostasie énergétique. Les
animaux s/s qui présentent une substitution au niveau de la tyrosine 1138 empéchant la fixation
et I'activation de STAT3 ont un phénotype obése et hyperphagique proche des db/db. Toutefois, a
la différence des db/db, ces animaux ne présentent pas d’infertilité ou une hyperglycémie (Bates
et al., 2004 ; Bates et al.,, 2005). Enfin la perte d’expression de STAT3 spécifiquement dans le
cerveau de rongeur (Gao et al., 2004) ou dans les neurones exprimant les LepRb (Piper et al.,
2008) entraine également I'obésité et I’hyperphagie, mais un maintien de la normoglycémie.

3.2. Signalisation SHP2/MAPK
La phosphorylation du résidu tyrosine 985 du LepRb intervient dans le recrutement, en ce méme
point du récepteur, de SHP2, une protéine phosphatase, via son domaine SH2. Cela entraine
I'activation de la voie de signalisation ERK1 et ERK2 (Protéine kinase régulée par le milieu
extracellulaire 1/2).

L’activation de cette voie de signalisation par la leptine entraine une diminution de la masse
corporelle associée a une baisse de la prise alimentaire et une augmentation de la dépense
énergétique dépendante de I'activité du systéme nerveux sympathique dépendante de la leptine,
au niveau du BAT. (Rahmouni et al., 2009). Elle est également connue pour son effet
neurotrophique, notamment dans le développement du réseau hypothalamique impliqué dans la
régulation de la prise alimentaire. Dans le cas ou cette voie est inhibée, cela entraine une
perturbation dans le développement du réseau (Bouret et al., 2004).

3.3. Signalisation JAK2/PI3K/Akt

In vivo, la leptine est capable d’activer des protéines impliquées dans la signalisation de I'insuline.
En activant JAK2 sur le LepR, IRS (Substrat au récepteur a I'insuline) est recrutée au contact de
JAK2 grace a la protéine SH2B1 (Protéine adaptatrice contenant un domaine SH2). JAK2 va ensuite
la phosphoryler (Ren et al., 2005) lui permettant de recruter PI3K (Phosphoinositide-3-Kinase) via
le domaine SH2 de la sous-unité p85 (Carvalheira et al., 2003). Aprés un changement de
conformation, PI3K va venir catalyser la phosphorylation PIP2 (Phosphoinositol 4-5 bisphosphate)
en PIP3 (Phosphoinositol 3-4-5 triphosphate) permettant le recrutement de deux protéines
sérines/thréonines kinases PDK1 (Kinase 1 dépendante du Phosphoinositide) et AKT (protéine
kinase B ou PKB). La proximité de ces 2 protéines kinase entrainera la phosphorylation d’AKT par
PDK1 sur son résidu thréonine 308 la rendant accessible a la phosphorylation de la sérine 473 par
le complexe mTOR 2 (MTORC2) (Vanhaesebroeck et al., 2012). Ainsi, AKT devient active et elle
peut phosphoryler de multiples protéines dont mTOR et le facteur de transcription de la famille
Forkhead box FOXO1.

La protéine mTOR est présente dans les neurones NPY/AgRP et POMC. Une fois phosphorylée par
AKT, mTOR va pouvoir activer S6K (S6 Kinase 1) entrainant une réduction de la prise alimentaire
(Cota et al.,, 2006), une augmentation du tonus sympathique au niveau du WAT et une baisse de
la masse grasse (Plum et al., 2007).

36



FOXO1 est un facteur de transcription, également exprimé dans les neurones orexigenes et
anorexigenes de I’ARC, du VMH et DMH. Dans sa forme active, non phosphorylée, FOXO1 est
transloquée dans le noyau ou elle induit I'expression de NPY, AgRP et inhibe I'expression de POMC.
Ainsi, la phosphorylation de FOXO1 induite par I'activité du LepRb entraine sa rétention dans le
cytoplasme bloquant ses effets sur la production de neuropeptides orexigénes et favorisant la
production de POMC dans les neurones hypothalamiques (Kim et al., 2006 ; Kim et al., 2012). De
plus, les sites de liaison pour les facteurs FOXO1 et STAT3 sur les génes Npy, Agrp, Pomc étant trés
proches, pour produire ces peptides régulateurs, il est indispensable d’activer STAT3 et inhiber
FOXO1 (Ernst et al., 2009).

3.4. Signalisation AMPK

L’AMPK (Protéine kinase activée par I'adénosine monophosphate) est une sérine/thréonine kinase
composée d’une sous-unité o catalytique et de plusieurs sous-unités régulatrices béta et gamma.
C’est une protéine importante dans la régulation de I’'homéostasie énergétique grace a son rble de
senseur des concentrations en ATP intracellulaire et d’intégrateur de signaux métaboliques tant en
périphérie qu’au niveau central (Minokoshi et al., 2004 ; Hardie et al., 2012). En périphérie, la
leptine active I'activité de AMPK au niveau du muscle augmentant I'oxydation des acides gras
(Merril et al., 2003). Dans I’hypothalamus, ’AMPK est active en situation de jeline au cours duquel
la sous-unité o est phosphorylée sur sa thréonine 172 via la protéine CaMKK [ (Protéine Kinase
Kinase dépendante du complexe Calcium-Calmoduline) et/ou la LKB1 (Protéine kinase du foie B1)
(Hawley et al, 2003; Racioppi and Means, 2012). La prise alimentaire ou [l'injection
intracérébroventriculaire (ICV) de leptine l'inactive dans les régions de I’ARC et du PVN afin de
réduire la prise alimentaire et la prise de poids. La leptine entraine la phosphorylation de la serine
491 de la sous-unité a2 de I'AMPK, réduisant son activité (Minokoshi et al., 2004). La protéine S6K
est proposée pour médier cet effet. La diminution de la phosphorylation de la protéine ACC (Acétyl-
CoA carboxylase) augmente ainsi la concentration en malonyl-CoA dans les neurones
hypothalamiques (Anderson et al., 2004). Cela va ensuite diminuer I'activité de la CPT-A (carnitine
palmitoyl transferase 1) réduisant I’'oxydation mitochondriale des acides gras et augmentant les
LCFA-CoA (long chain fatty acyl-CoA). Cela réduit la production hépatique de glucose et initie la
diminution de la prise alimentaire (Obici et al., 2003). L’inactivation de ’AMPK dans I’hypothalamus
entraine également I'augmentation du tonus sympathique dans le tissu adipeux blanc et brun
(Minokoshi et al., 2002).
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Figure 5 : La signalisation intracellulaire liée a I'activation des récepteurs a la leptine. Tiré de de Wauman et al, 2017
(Doi : doi.org/10.3389/fendo.2017.00030,.

4. Les récepteurs a la leptine : expression et role dans la régulation centrale du

métabolisme énergétique

Au vu du phénotype des animaux (souris db/db), les effets de la leptine sont essentiellement liés
a Il'activation du LepRb. Visualiser I'expression de ce dernier, dans les tissus régulateurs du
métabolisme énergétique, permet de connaitre les zones et cellules impliquées dans ce processus.
S’il est connu que ce récepteur est exprimé dans les tissus périphériques, la réexpression des
LepRb dans le cerveau des souris db/db permet la restauration quasi totale du phénotype
métabolique (Chua et al., 2004). Cela démontre ainsi le réle primordial et majeur du cerveau dans
la médiation du signal leptine, d’'un point de vue métabolique. De précédentes études ont montré
grace a I’hybridation in situ ou expression de protéines fluorescentes sous contrdle du promoteur
du LepRb, une cartographie des cellules ainsi que les projections exprimant la forme longue du
récepteur a la leptine au sein du systéme nerveux central (Scott et al., 2009 ; Caron et al.,, 2010 ;
Patterson et al., 2011).

4.1. Cartographie de l'expression du LepRb dans le cerveau
L’hypothalamus regroupe les sites les plus riches en ARNm et LepR fonctionnels. L’ARC présente
un marquage trés dense sur la quasi-totalité du noyau qui concorde avec une forte activité P-STAT3
(5360 neurones de I’ARC en moyenne coexpriment LepRb et P-STAT3, soit 98% des neurones
LepRb de la structure). Le LepRb est également fortement exprimé dans le LHA et la partie dorsale
et ventrale du DMH avec une trés faible proportion en son centre, plus compact. L’expression est
ensuite plus hétérogéne au niveau du PVN, mais également du VMH, ol le LepR est présent dans
sa partie médiane surtout. Le noyau prémamillaire ventral (PMV), ainsi que l'aire préoptique
médiane (MnPO) exprime aussi de maniere robuste le LepRb. Les projections et les somas des
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neurones LepRb sont majoritairement regroupés aux mémes endroits, sauf a quelques exceptions
(partie ventrale et latérale I'ARC et I'aire ventrale et médiale du PMV) démontrant que les neurones
LepR peuvent aussi connecter différentes structures cérébrales entre elles.

D’autres structures extrahypothalamiques expriment également le LepRb. Dans le cerveau moyen
et postérieur, le LepR est exprimé majoritairement dans le noyau raphé dorsal, le gyrus denté de
I’hippocampe, les noyaux gris périaqueducaux (PAG), 'aire tegmentale ventrale (VTA), le noyau
Edinger-Westphal (EW), le noyau dorsal moteur du vague (DMV), le noyau parabrachial latéral (PBL)
et autour du NTS. A nouveau, les projections et les somas positifs au LepRb sont majoritairement
regroupés. La signalisation de leptine dans ces noyaux est impliquée dans la régulation de la prise
alimentaire motivée (VTA) ainsi que la régulation des repas a court terme (DMV et NTS).

D’autres parties du cerveau n’expriment pas beaucoup de neurones LepRb comme le cortex
préfrontal, la corne d’Ammon (CA1,2,3) de I'hippocampe, 'amygdale et le thalamus. Toutefois,
certaines zones qui ne présentent que trés peu ou pas de corps cellulaires positifs au LepRb
recoivent beaucoup de leurs projections. Parmi elles on compte le noyau accumbens (NA), le PVH
et le noyau central de I'amygdale (NCA), indiquant que les neurones LepRb forment un véritable
réseau, interconnectant de multiples structures cérébrales entre elles. Cela suggére que I'activité
de la leptine peut avoir un effet indirect sur de nombreuses aires cérébrales.

4.2. Rble des neurones LepRb de 'ARC dans la régulation centrale du métabolisme énergétique
Situé sur les bords latéraux du 3¢ ventricule et au-dessus de I'éminence médiane, I'ARC a une place
privilégiée pour la réception de multiples facteurs régulant le métabolisme énergétique, dont la
leptine. Ce noyau est une structure essentielle dans la régulation de ’'noméostasie glucidique et
de I'activité locomotrice liée a la leptine (Coppari et al., 2004). Les deux populations de neurones
majoritaires dans la régulation de la balance énergétique, présents au sein du noyau, que sont les
neurones POMC/CART et les neurones NPY/AgRP expriment les LepRb (Lam et al., 2017). La
leptine, en activant son récepteur, induit la dépolarisation des neurones POMC (Cowley et al., 2001)
et I'expression de la POMC via la voie de signalisation PI3K/FOX01 (Kwon et al., 2016). Cette méme
voie va également activer le canal cationique TrpC5 (Transient receptor potential cation 5)
permettant de maintenir la dépolarisation des neurones a POMC (Qiu et al., 2014 ; Gao et al.,
2017). Le pré-propeptide POMC est ensuite clivé en aMSH (a-melanocyte-stimulating hormone)
sous l'action d’une pro-convertase. L'aMSH va alors activer les neurones de second ordre
exprimant le MC4R, réduisant la prise alimentaire et augmentant la dépense énergétique (EImquist
et al., 2005 ; Morton et al.,, 2006). L'activation des LepRb dans I’ARC inhibe également les
neurones orexigénes NPY/AgRP ne pouvant plus exercer leur effet inhibiteur sur les neurones
POMC (Krashes et al., 2013 ; Aponte et al., 2011). D’autres populations neuronales exprimant le
LepRb, présentes en grande partie dans le DMH, sont capables de réguler I'activité des neurones
POMC. Une population de neurones GABAergiques indépendante des peptides orexigénes inhibe
les neurones POMC et la délétion de ces neurones GABAergiques entraine un phénotype marqué
d’obésité (Vong et al., 2011). Enfin, des neurones NOS1 régulent I'expression de Pomc (Leshan et
al., 2012).

4.3. Réle des neurones LepRb des VMH et DMH
L’administration de leptine entraine I'activation des neurones du VMH et du DMH. Une majorité
des neurones du VMH exprimant LepRb sont des neurones exprimant SF1 (Facteur de transcription
stéroidogénique 1) et PACAP (Polypeptide d’activation de I'adénylate cyclase de I'hypophyse). La
leptine entraine la dépolarisation de ces neurones dont I'effet induit est assez limité sur la balance
énergétique de base. Toutefois, ils régulent la dépense énergétique lors d’un régime riche en
graisse (Dhillon et al.,, 2006 ; Hawke et al.,, 2009). L'ablation de neurones glutamatergiques
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exprimant le LepRb dans le VMH n’induit qu'une prise de poids Iégére (Vong et al., 2011). De plus,
les neurones a prodynorphine exprimant le LepRb, présents dans le VMH et également dans le
DMH, ne semblent pas non plus étre de grands médiateurs de I'action de la leptine sur le
métabolisme énergétique (Allison et al., 2015). Ces résultats suggerent le VMH comme un
modulateur plutdt qu’un centre régulateur majeur.

L’activité des neurones de la partie dorsale du DMH exprimant le LepR dont les neurones
activateurs de la sécrétion de prolactine promeuvent la dépense énergétique via I'augmentation
de la production de chaleur via UCP1 dans le tissu adipeux brun (Rezai-Zadeh et al., 2014). En
revanche, peu de choses sont connues a ce jour sur le role des LepRb présents dans la partie
ventrale du DMH.

4.4.Réle des neurones LepRb dans la LHA

A nouveau, I'injection de leptine entraine I'activation de P-STAT3 dans les neurones de la LHA dans
le but de réduire la prise alimentaire et le poids. Les neurones de la LHA exprimant le LepRb sont
majoritairement GABAergiques et forment un groupe a part des autres neurones majoritairement
orexigéniques (neurones a orexine et « melanin concentrating hormone » (MCH)). En effet, le
marquage P-STAT3 ne colocalise pas avec celui de I'orexine ou MCH dans la LHA (Leinninger et al.,
2009) indiquant que la leptine a un effet indirect sur ces neurones. Ces effets pourraient provenir
de neurotransmetteurs transmis localement, de I'activation de neurones exprimant les LepR,
provenant d’autres noyaux hypothalamiques comme I’ARC, capables de projeter leurs axones vers
la LHA (Nahon, 2006) ou d’autres peptides comme la galanine (Laque et al., 2013). La LHA est
connue comme étant un centre régulateur de la motivation a la prise alimentaire (Fulton et al.,
2000) et envoie beaucoup de projections vers la VTA ol les neurones dopaminergiques modulent
les comportements motivés (Berthoud, 2012). La leptine, via les neurones de la LHA exprimant les
LepR et la neurotensine viennent moduler I'activité dopaminergique du VTA (Lenninger et al.,
2011).

4.5. Réle des neurones LepRb dans le PVH

L’activation directe des neurones du PVH par la leptine a été démontrée lors de I'application de
cette adipokine sur des tranches de cerveau (Powis et al., 1998). Les neurones exprimant la
tyrotropin releasing hormone (TRH) sont stimulés par la leptine et la TRH inhibe la prise alimentaire
via le systéme mélanocortine décrit précédemment (Huo et al., 2004 ; Harris et al., 2001). Il en va
de méme pour les neurones a ocytocine (Hakansson et al., 1998). Toutefois, il semblerait que le
PVH répond aux signaux périphériques essentiellement de maniére indirecte, indiquant
I'importance d’un réseau neuronal entre le PVH et les autres structures cérébrales pour réguler le
métabolisme énergétique. En effet, une population de neurones LepRb de I’ARC produisant I'a-
MSH en réponse a la leptine, se projette sur des neurones du PVH (dont des neurones a TRH) et
les stimulent. De plus, de maniére intéressante, I'expression de la TRH est également régulée par
I’AgRP et le NPY (Kim et al., 2000 ; Kim et al., 2002).

4.6.Réle des neurones LepRb dans les structures extrahypothalamiques
Le NTS présente des neurones capables d’intégrer le message de multiples facteurs circulants ou
électriques provenant de la périphérie permettant la régulation a court terme de la prise
alimentaire. Ces mémes neurones sont sensibles a la leptine qui augmente leur sensibilité aux
facteurs de la satiété.

Comme indiqué précédemment, les neurones de la LHA viennent moduler 'activité des neurones
dopaminergiques de la VTA. Toutefois, dans le VTA il semblerait que ce soit les neurones non
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dopaminergiques exprimant LepRb qui régulent I'activité des neurones impliqués dans la
motivation (Hommel et al., 2006).

5. Role des récepteurs a la leptine dans d’autres phénomenes physiologiques

5.1. Mémoire

Il est connu que le régime alimentaire impacte les fonctions cognitives via la régulation de
I’'expression de certains génes dans le cerveau (Martin et al., 2008). De plus, I'obésité a également
été associée a une perte de la fonction cognitive (Farr et al., 2008). Le cortex et I’hippocampe étant
des régions cérébrales fortement impliquées dans les processus cognitifs, la détection du LepRb
dans ces zones, chez ’'Homme et le rongeur, ont permis de suggérer rapidement I'importance de
la signalisation de la leptine dans ces processus. En effet, I'injection de leptine dans I’hippocampe
augmente les capacités d’apprentissage chez les rongeurs (Farr et al., 2006). Elle facilite,
notamment la transmission synaptique médiée par les récepteurs glutamatergiques NMDA (Acide
N-méthyl-D-aspartique), grace a une augmentation de l'entrée de calcium dans la cellule,
nécessaire au déclenchement de I'exocytose des vésicules synaptiques (Shanley et al., 2001). Ce
processus est impliqué dans la potentialisation et la dépression a long terme (LTP et LTD),
important dans les processus mnésiques et perturbés dans les neurones de I'hippocampe (Corne
d’Amnon 1) des modéles murins déficients en leptine ou sa signalisation (Li et al., 2002). Enfin, il
a récemment été démontré que la signalisation liée a la leptine est essentielle a la mise en place
du passage d’un signal GABAergique excitateur a inhibiteur dans I'hippocampe de rongeur, au
cours du développement post-natal (Dumon et al., 2018).

5.2. Reproduction
La fonction de reproduction, orchestrée par I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique (HHG), est

essentielle a la survie de I'espéce, mais est également couteuse en énergie. En effet, la mise en
place de la puberté comme le maintien de la fertilité nécessite des réserves énergétiques
équilibrées sous forme de gras, dans I'optique, notamment, d’assurer la gestation, la lactation chez
la femelle et le maintien de la fonction testiculaire chez le male (Casanueva and Dieguez, 1999 ;
Tena-Sempere, 2008). Ainsi, les individus présentant des troubles métaboliques (anorexie,
déprivation énergétique ou obésité sévere) ont également des problémes de fertilité. Malgré leurs
stocks lipidiques importants, les animaux et patients déficients en leptine ou présentant des
mutations sur le LepRb sont infertiles, démontrant ainsi I'importance de I'hormone et de sa
signalisation via son récepteur dans la puberté et la fertilité (Roa et al., 2009 ; Farooqi and
O’Rahilly, 2014). Au niveau central, la leptine module I'activité de I'axe HHG. Elle permet la
sécrétion de la Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH), entrainant celle de I'hormone
lutéinisante (LH) et I'normone folliculostimulante (FSH) et régulant la production de stéroides
sexuels et gamétes (Watanobe et al., 2002). Si la présence du LepRb dans les neurones a GnRH
est absente, I'activation de ces neurones par la leptine, de maniére indirecte (via les neurones NPY,
AgRP, POMC de I’ARC, les neurones exprimant le LepRb dans le PMV ou les neurones a Nitric Oxide
Synthase (NOS) entre autres) est démontrée (Donato et al., 2011 ; Elias and Purohit, 2012 ;
Chachlaki et al., 2017). Au niveau de la région préoptique, la leptine est impliquée dans la genése
du pic de LH pré-ovulatoire grace a la stimulation des neurones NOS (Bellefontaine et al., 2014).

5.3. Métabolisme osseux
Les individus exprimant pas la leptine ou dont la signalisation est altérée présentent une masse
osseuse importante (Ducy et al., 2000). Toutefois, le manque de leptine entraine des effets
opposés s’il s'agit d’os axiaux (augmentation de la formation d’os) ou appendiculaires (diminution
de la formation d’os), suggérant que la leptine régule le métabolisme osseux de plusieurs fagcons
(Hamrick et al., 2002). Une voie de signalisation périphérique augmente la masse osseuse et une
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voie centrale la diminue. Le premier effet est direct et local. Les adipocytes de la moelle osseuse
sécrétent la leptine, activant les récepteurs présents sur les ostéoblastes, mais surtout les
chondrocytes (cellules formant le cartilage) et entraine leur prolifération et la production de matrice
extracellulaire (Laharrague et al., 1998 ; Driessler and Baldock, 2010 ; Figenschau et al., 2001).
Grace aux neurones du PMV, la leptine active le systéme nerveux sympathique, envoyant un signal
noradrénergique aux ostéoblastes (Takeda et al, 2002). Aprés activation du récepteur B2
adrénergique, la leptine promeut I'inhibition de la prolifération des ostéoblastes via la cycline D1
et I'activation des ostéoclastes via I'expression du RANKL (ligand activateur du récepteur au NF-
kB) augmentant la résorption de I'os (Karsenty, 2006 ; Fu et al., 2005, Elefteriou et al., 2005).
Enfin, la leptine peut également inhiber la production de sérotonine, connue pour bloquer les
neurones du VMH responsables du tonus sympathique (Yadav et al., 2009).

5.4. Systéme immunitaire

Nous avons décrit précédemment les LepR comme faisant partie de la méme famille que les
récepteurs a interleukine 6, eux-mémes impliqués dans la régulation du systéme immunitaire et
activant les mémes voies de signalisation (Tartaglia et al., 1995 ; Sanchez-Margalet and Martin-
Romero, 2001, Sanchez-Magalet et al., 2003). De plus, les récepteurs a leptine sont exprimés a la
surface des principaux acteurs de I'immunité innée ou adaptative, affirmant I'implication de la
leptine dans ces deux processus. La leptine stimule la production de monocytes (Zarkesh-Esfahani
et al.,, 2001) ainsi que la production de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-«, IL-6 ou IL-
12 (Gainsford et al.,, 1996 ; Loffreda et al., 1998). Elle augmente également leur action
phagocytaire via l'activation de la phospholipase (Mancuso et al., 2004). Les neutrophiles
polynucléaires expriment les formes courtes du LepR, capables de prévenir I'apoptose de ces
cellules via I'activation du CD11b (ITGAM ou integrin o« M) et d’augmenter la sécrétion de radicaux
libres dérivés de I'oxygéne (Zarkesh-Esfahani et al., 2004 ; Ottonello et al., 2004). Chez les
lymphocytes Natural Killer (cellules tueuses naturelles), grace a la phosphorylation de STAT3, la
leptine augmente I'activité cytotoxique ainsi que la production de perforine et d’IL-2 (Tian et al.,
2002 ; Zhao et al., 2003). Dans le cas de I'immunité adaptative, la leptine intervient dans la
production de cytokines pro-inflammatoire par les lymphocytes T et protége les cellules du thymus
en réponse a un stress important (Howard et al., 1999). Enfin, il semblerait que la leptine active
les lymphocytes B, en partie responsable de la réaction inflammatoire présente dans le tissu
adipeux blanc viscéral des sujets obéses (DeFuria et al., 2013).

V. Larésistance a la leptine : contribution au développement de I'obésité

L’étude des patients et animaux n’exprimant pas la leptine a donné beaucoup d’espoir a la
communauté scientifique et médicale qui voyait la leptine comme un potentiel traitement aux
troubles associés a I'obésité (Zhang et al., 1994, Farooqi and O’Rahilly, 2005). Toutefois, le
traitement a la leptine n’induit qu’une perte de poids modeste chez une majeure partie des
individus obéses (Mantzoros and Flier, 2000). En effet, chez ces derniers, la leptine est bien
présente et, en raison de la quantité importante de tissu adipeux chez ces individus, les taux
circulants de leptine sont méme exacerbés comparés aux individus minces (Maffei et al., 1996 ;
Considine et al., 1996). Pourtant les individus obéses présentent un phénotype métabolique
proche de celui des ob/ob (surpoids, hyperleptinémie), suggérant que, dans le cas de I'obésité, la
forte concentration plasmatique de leptine ne parvient plus a exercer ces effets sur les cellules
cibles. Ce phénomeéne n’était pas sans rappeler ce qui avait déja été constaté pour I'insuline dans
le développement du diabéte de type 2. Nous parlons, dans notre cas, de résistance cellulaire a la
leptine. L'obésité ou la consommation d'un régime gras (DIO, diet induced obesity) y sont
communément associées (El-Haschimi et al., 2010). A partir de ce moment, beaucoup d’études
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ont cherché a savoir si I'obésité était une cause ou une conséquence a la résistance a la leptine et
les mécanismes impliqués dans son développement.

1. Résistance a la leptine endogéne ou exogeéne ?

Dans le cadre de I'obésité induite par I'application d’un régime gras, les rongeurs ne répondent
plus aussi bien a la leptine exogéne. En partant du principe que I'obésité représente un
déséquilibre de la balance énergétique, une hypothése suggére d’abord que I'administration d’un
régime gras ou palatable entraine 'augmentation de la prise alimentaire, au travers de I'activation
augmentée du systéme hédonique central. Cela suggére également une augmentation de la masse
grasse ainsi que de la production de leptine. Au niveau basal (sans injection de leptine), les
animaux placés sous régime gras présentent plus de cellules positives a pSTAT3 (marqueur direct
de I'activation des LepRb) dans I'hypothalamus en comparaison avec des animaux sous régime
normal (Balland et al., 2014 ; Balland et al., 2019). Cela suggére qu’il y a plus LepRb activés, en
raison de la plus grande production de son ligand (Munzberg et al., 2004). Mais cela augmenterait
également le rétrocontrble négatif de la signalisation leptine dans I'’hypothalamus par
I'intermédiaire de plusieurs acteurs (SOCS3, inflammation, stress du réticulum endoplasmique).
Cette inhibition exacerbée peut perturber la production du signal anorexigene relatif a
'augmentation de I'apport énergétique. Ce qui entraine par conséquent I'augmentation de la
masse corporelle et de 'adiposité (Myers et al.,, 2010) et peut expliquer le manque de réponse a
la leptine exogéne (Coppari and Bjgrbaek, 2012). Ce mécanisme a été, au moins partiellement,
remis en question a la suite d’'une étude démontrant que l'injection d’'un antagoniste aux LepR,
bloquant ainsi les effets de la leptine endogéne, entrainait la méme augmentation de la prise
alimentaire ainsi que la méme diminution de pSTAT3 et d’expression de Socs3 chez les souris
minces et sous régime gras. Cela suggére que la leptine endogéne est toujours capable d’agir sur
les neurones de I’hypothalamus chez la souris obése, malgré une sensibilité différente a la leptine
exogéne (Ottaway et al., 2015). Cette étude souligne I'importance de la différence entre I'effet
endogéne de la leptine et celui induit par une injection de leptine exogéne qui peut occulter le
premier.

2. Larésistance a la leptine est sélective

L’étude de certains modéles animaux a permis de montrer que la résistance a la leptine peut étre
sélective. En effet, les animaux « Agouti yellow », dont I'expression ectopique de la protéine AgRP
entraine une inhibition constante des MCR3 et 4, sont obéses, hyperleptinémiques et sont
résistants aux signaux anorexigénes de la leptine. Toutefois, I'activité sympathique de ces animaux
n'est pas altérée et leur pression artérielle est augmentée (Correira et al.,, 2002). Ce qui indique
que la résistance a la leptine peut affecter la régulation de la balance énergétique sans affecter
pour autant la totalité de ses sites d’action.

Il semble donc que la compréhension des mécanismes impliqués dans la résistance a la leptine et
son développement lors de I'obésité nécessite de prendre en considération de multiples
parameétres. Toutefois, il est admis qu’il existe 2 phases concomitantes dans I'acquisition de la
résistance centrale a la leptine : la perte du transport de la leptine jusqu’a I'hypothalamus et la
perte des effets biologiques de la leptine en réponse a I'état métabolique de I'individu (EI-Haschimi
et al., 2000). Lin et ses collaborateurs ont décrit trois phases dans le développement la résistance
a la leptine et I'obésité liée au régime chez la souris C57BI6/J. Une période, au début de la mise
sous régime gras, durant laquelle la leptine exogéne a toujours son activité. Puis I'animal présente
une réduction de la prise alimentaire associée a une leptinémie importante, signe que les animaux
sont toujours sensibles a la leptine centrale. Enfin une derniére étape, ou I'animal mange de fagon
exacerbée et n’est plus sensible a la leptine (Lin et al., 2000).
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3. Perte du transport de la leptine au cerveau

L’action centrale de la leptine est indispensable pour le maintien de I'homéostasie énergétique. La
BHE est composée de cellules endothéliales, présentant des jonctions serrées et formant des
vaisseaux étanches. L'expression de LepRa, suggéré comme transporteur de I’hnormone au sein de
ces structures, suggere que le transport de la leptine serait dépendant de ce récepteur au sein des
vaisseaux (Bjorbaeck et al., 1998 ; Kastin et al., 1999). Toutefois, cela n’a pas été constaté (Halaas
et al., 1997). Le transport de la leptine est décrit comme étant saturable. C’est-a-dire qu’il
n'augmente pas proportionnellement a sa concentration plasmatique (Banks, 2004). De plus, il
n'est pas identique en tout point du cerveau. En effet, quand la concentration en leptine est
importante, le transport de I’lhormone, au niveau du tronc cérébral et du pont, est augmenté quand
il est diminué au niveau de I'’hypothalamus (Pan and Kastin, 2001). De plus, a la suite de son
injection en périphérie, la cinétique d’expression de pSTAT3 dans I’hypothalamus, commence dans
I’ARC puis monte au fil du temps vers le VMH, PVN et DMH. Alors que I'injection en ICV active trés
rapidement et quasi simultanément la totalité des noyaux hypothalamiques (Faouzi et al., 2007).
Puisque I’ARC joue un role intégrateur primordial des signaux périphériques, sa proximité du 3e
ventricule et du liquide céphalorachidien (LCR) suggére une communication fonctionnelle entre ces
structures pour assurer la transmission des signaux. Ainsi, I'’étude de cette interface présente un
intérét non négligeable pour comprendre des mécanismes impliqués dans la résistance a la
leptine. L'implication de cette zone sera décrite dans le chapitre 4. De plus, chez 'animal mince,
la concentration en leptine dans le LCR est étroitement liée a celle du sang (Schwartz et al., 1996).
Dans la circulation sanguine, la leptine peut circuler sous une forme active, libre, ou inactive, liée
au LepRe (soluble) (Sinha et al., 1996). Chez un individu mince, 65% de la leptine circulante est
liée a son récepteur. Par contre, une personne obése présente environ 85% de la leptine totale
sous forme libre donc active (Magni et al., 2005 ; Houseknecht et al., 1996). Le transport de la
leptine du sang vers le cerveau pourrait donc étre facilité. Toutefois, chez I'animal obése ou sous
régime gras, le LCR n’est pas enrichi en leptine comme nous pourrions nous y attendre. Au
contraire, le mini-porc et I’'Homme, le ratio « Leptine dans le LCR sur Leptine dans le sang » est
diminué de 3-4 fois en moyenne (Chimielewski et al., 2019 ; Schwartz et al., 1996, Caro et al.,
1996). Si le transport de la leptine est saturable au niveau de la BHE, il est possible que les hautes
concentrations plasmatiques de leptine saturent les récepteurs et bloquent ce transport (Schwartz
et al., 1996, Caro et al.,, 1996). Au sein de I'éminence médiane, un groupe de cellules gliales,
bordant le 3e ventricule, a été décrits comme transporteurs de la leptine entre le sang et le LCR :
les tanycytes. Au cours du régime gras ou chez les souris db/db, ces cellules présentent un défaut
de transport de la leptine (Balland et al., 2014). Nous nous attarderons plus longuement sur
I'implication de ces cellules dans le transport de la leptine et leur role dans le développement de
la résistance a la leptine dans le chapitre 4. Enfin, une autre explication serait que, dans le cas de
I'obésité, les cellules transportant la leptine présentent des taux plus importants d’acides gras et
de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a modifiant leur capacité de transport (Oh-I et al.,
2005).

4. Modification de la signalisation liée au LepRb
L’activité de la leptine dans une structure est habituellement étudiée au travers des variations de
I'expression de pSTAT3, témoin direct de I'activation du LepRb. Lors de I'injection de leptine en
périphérie chez les animaux obéses ou sous régime gras, des variations de cette phosphorylation
PSTAT3 est constatée, notamment au sein de I’ARC (El Haschimi et al., 2000 ; Munzberg et al.,
2004). Plusieurs mécanismes ont été décrits comme ayant une influence sur la signalisation liée
a la leptine et suggérés pour avoir un rble dans le développement de la résistance a la leptine.
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4.1. Signal inhibitor suppressor of cytokine signalling 3 (SOCS3)

Les souris déficientes en Socs3 au sein du cerveau présentent une meilleure sensibilité a la leptine
exogene et sont résistantes au régime gras, suggérant son implication dans le développement de
la résistance a la leptine (Howard et al., 2004). Socs3 est connu pour étre exprimé a la suite de
I’activation d’un récepteur de type cytokine. Sa présence dans le milieu intracellulaire entraine la
suppression du signal induit par la cytokine par une boucle de rétrocontrdle négatif (Starr et al.,
1997, Minamoto et al., 1997). Dans le cas du signal leptine, I’expression et la production de Socs3
s’effectue a la suite de la phosphorylation de STAT3 (Banks et al., 2000). Cette protéine, via son
interaction avec le résidu tyrosine 985 (chez la souris) va inhiber la phosphorylation de JAK2, STAT3
et ERK, induite par la leptine (Kershaw et al., 2013) par un mécanisme encore mal décrit. Toutefois,
récemment une étude montre que la surexpression de Socs3 chez des souris DIO n’affecte pas le
poids, suggérant que I'expression seule de Socs3 n’est pas la cause de la résistance a la leptine
(Pedroso et al., 2014).

4.2. Les protéines tyrosine phosphatases (PTPs)

C’est au cours de la phosphorylation de plusieurs protéines que la leptine entraine ses principaux
effets. Il semble donc logique que des phosphatases interviennent dans l'inhibition de ce signal.
Plusieurs d’entre elles ont été décrites comme intervenant dans la signalisation du récepteur a la
leptine. PTP1B dont I'expression est augmentée chez les animaux résistants a la leptine,
déphosphoryle JAK2 sur ses résidus tyrosine 1007 et 1008 (White et al., 2009 ; Myers et al., 2001).
Dans les neurones POMC, PTP1B joue un role dans la sensibilité a la leptine, sans intervenir dans
la signalisation de I'insuline (Dodd et al., 2015). La délétion de cette protéine, dans les neurones,
augmente la dépense énergétique et rend les animaux résistants au régime gras (Bence et al.,
2006). Elle semble donc étre une cible thérapeutique prometteuse et I'injection d’oligonucléotides
anti-sens pour Ptplb est en phase Il d’essai clinique (Isis Pharmaceticals Inc, 2009). PTPN2
déphosphoryle STAT3. Elle est également surexprimée dans I'hypothalamus des animaux soumis
au régime gras. Son inhibition dans I'hypothalamus, en augmentant la signalisation de LepRb,
entraine une perte de poids et 'augmentation de la dépense énergétique (Loh et al.,, 2011). C’est
cette phosphatase qui, dans les neurones POMC, affecte la sensibilité a I'insuline (Dodd et al.,
2005). Il existe donc une réelle synergie entre ces 2 protéines. Enfin, PTPe est capable de
déphosphoryler ERK ainsi que JAK2. Son rble semble touche davantage les femelles que les males
et peut servir d’'approche dans la compréhension du dysmorphisme sexuel de I’'noméostasie
énergétique (Toledano-Katchalski et al., 2003).

4.3. Réle de l'inflammation

Il est maintenant établi que I'exposition chronique au régime gras ou I'obésité est associée a
I'augmentation de l'inflammation dans les tissus périphériques, mais également dans le systeme
nerveux central (Zhang et al., 2005, De Souza et al., 2005). Plusieurs types cellulaires présents
dans I’hypothalamus sont impliqués dans ce processus. L'application d’un régime gras active le
recrutement d’astrocytes, augmentant I'inflammation dés les premiers jours d’exposition, en plus
de diminuer I'accessibilité de la leptine aux neurones cibles (Horvath et al.,, 2010). De plus,
I'activation de la microglie environnante entraine également des perturbations de I'activité des
neurones POMC (Gao et al., 2014).

Chez le rongeur, un seul jour d’exposition au régime gras ou une seule injection d’acide gras
entraine une réaction inflammatoire dans I'hypothalamus (Posey et al., 2009). Cette exposition
courte joue un réle neuroprotecteur qui est aboli, si I’exposition se prolonge. Un régime enrichi en
acides gras saturés active les récepteurs Toll like receptor 4 (TLR4) présents majoritairement dans
la microglie et les astrocytes hypothalamiques. Ces récepteurs sont surexprimés en cas de régime
gras et entrainent la production de cytokines pro-inflammatoires (Milanski et al.,, 2009). Ces
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cytokines, telles que I'interleukine 1 (IL-1), IL-6 et TNF-a vont stimuler leurs récepteurs respectifs
(IL-6R et TNF-R2) exprimés sur les neurones POMC et AgRP de I'hypothalamus (De Souza et al.,
2005) et induire les voies de signalisation pro-inflammatoires associées dont celle I'lkB Kinase
B/nuclear factor-kB (IkKB/NFkB) et la c-Jun N-terminal kinase signalling (JNK) (Thaler et al., 2014,
Milanski et al., 2009). Cela entraine la production accrue de cytokines inflammatoires, mais
également du facteur NF-kB. Ce facteur est alors capable de se fixer sur le promoteur du géne
Pomc inhibant sa transcription en raison d’une hyperméthylation du promoteur associé a une sous-
unité de NF-kB (Jang et al., 2010 ; Shi et al., 2013). In vitro, NF-kB est également capable de se
fixer sur P-STAT3 et d’empécher son action sur ses cibles transcriptionnelles (Shi et al., 2013).
Enfin, I'activation de la voie IkKB/NFkB entraine également la transcription de SOCS3, PTP1B,
I'augmentation du stress du réticulum endoplasmique et une baisse de I'autophagie (Zhang et al.,
2008 ; Zabolotny et al 2008).

Enfin, les astrocytes sont sensibles au TNF-a grace a I'expression du récepteur TNF-R1. La
stimulation de ce récepteur amplifie I'expression de cytokines pro-inflammatoires déja produite par
les cellules gliales ne faisant qu’augmenter la réaction inflammatoire présente dans
I’hypothalamus (Bélanger et al., 2011).

4.4.Réle du stress du réticulum endoplasmique

Depuis 2004, des études ont pu démontrer qu'il existe un lien entre le stress du réticulum
endoplasmique (RE), I'obésité et la résistance a la leptine (Ozcan et al., 2004 ; Ozcan et al., 2009).
Mais il a également été observé une augmentation du stress du RE au sein de I'hypothalamus chez
des animaux développant I'obésité via transgenése ou DIO (Zhang et al., 2008). En effet, I'induction
pharmacologique du stress du RE in vitro, entraine l'inhibition de la phosphorylation de STAT3 dans
I"hypothalamus (Hosoi et al.,, 2008 ; Williams et al., 2014). L'injection intracérébroventriculaire
(ICV) de ces molécules chez la souris entraine une résistance a la leptine associée a une prise de
poids et I'administration d’inhibiteurs du stress du RE suffit a améliorer le phénotype (Won et al.,
2009 ; Cakir et al., 2013).

L’origine pressentie de I'augmentation du stress du RE serait la lipotoxicité des neurones de
I’hypothalamus a la suite de I’'exposition prolongée aux acides gras. En effet, le régime gras
augmente la quantité d’acides gras présente dans I'organisme et détectée au niveau des neurones
de I'hypothalamus, notamment les neurones a POMC et peut donc jouer un role dans la
perturbation de la régulation du métabolisme énergétique par I'hypothalamus (Milanski et al.,
2009 ; Martinez de Morentin et al.,, 2010). Le traitement de lignées cellulaires hypothalamiques
aux acides gras, comme le palmitate, augmente le stress du RE ainsi que 'autophagie (Mayer et
al., 2010 ; Choi et al., 2010).

Le réticulum endoplasmique est une organelle présente dans le cytoplasme, assurant de multiples
roles comme la synthése des acides gras, I'homéostasie du calcium et du glucose (associés au
réticulum endoplasmique lisse), mais surtout la synthése et la conformation des protéines
sécrétées et transmembranaires (associées au réticulum endoplasmique rugueux). |l posséde un
systéme de vérification de I'état des protéines et les envoie vers le protéasome en cas de mauvaise
conformité (Ruggiano et al., 2014). Dans le cas d’un stress du RE, ce dernier ne fonctionne plus de
maniére optimale, ce qui entraine 'accumulation de protéines mal conformées dans le cytoplasme.
En paralléle, le RE va activer une série de voies intracellulaires que I'on regroupe sous le terme de
réponse UPR pour unfolded protein response (Walter et al., 201.1). Cette réponse est négativement
régulée, en condition normale, par la fixation d’une protéine chaperonne de type immunoglobulin
heavy chain BIP/GRP78. Mais lors d’un stress, elle augmente l'activité de conformation des
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protéines et se détache de 3 protéines (PERK, IRE1, ATF6), régissant la réponse UPR, les rendant
actives (Lee and Ozcan, 2014).

La PKR-like endoplasmic reticulum kinase (PERK) se dimérise suite au détachement de BiP/GRP78
pour s’activer par autophosphorylation (Ma et al., 2002). Elle va ensuite réduire la transcription de
multiples protéines du RE en phosphorylant le facteur de transcription o eukaryotic translation
initiation factor 2 (eiF2a), le maintenant en dehors du noyau. Cette voie de signalisation va
également induire la voie pro-apoptotique associée a la protéine CCAAT/enhancer-binding protein
homologous (CHOP) (Rutkowski et al., 2006).

Une fois libérée de la protéine BIP/GRP78, I'inositol-requiring protein-1 (IRE1) se dimérise et
s’autophosphoryler pour entrainer I'épissage de I'ARNm XBP1 pour former un facteur de
transcription activant la transcription des genes impliqués dans la réponse UPR, le fonctionnement
du RE et son nettoyage (Calfon et al., 2002 ; Lee et al., 2002 ; Hollien et al., 2006). Elle intervient
également dans l'activation de I'apoptose médiée par les mitochondries en activant la voie pro-
inflammatoire JNK et la voie pro-apoptotique ASK1 (Apoptosis signal-regulating kinase 1) (Kim et
al., 2006).

Le facteur de transcription activateur 6 (ATF6) va, lui, étre transloqué vers I'appareil de Golgi, aprés
le départ de BIP/GRP78. Elle sera ensuite clivée par des protéases entrainant la migration de sa
partie N-terminale au noyau, pour servir de facteur de transcription (Adachi et al., 2008).

Outre l'intervention du stress du RE dans la régulation de la conformation des protéines, il a
également un impact direct sur la signalisation de la leptine au sein de I’hypothalamus. Les
neurones POMC semblent, d’ailleurs, étre plus affectés que les neurones NPY par le stress du RE.
Le régime gras entrainerait également une perte des neurones POMC par apoptose, mais pas des
neurones NPY dans I'hypothalamus (Moraes et al., 2009). Les animaux DIO ne présentent pas de
différence d’expression de POMC, mais une diminution de I'expression d’a-MSH en comparaison
aux controles. En association avec le stress de RE, une diminution d’expression de la pro-
convertase 2 (PC-2), a I'origine du clivage de POMC en o-MSH et ACTH, a été constatée (Cakir et
al., 2013). Enfin, il a été démontré que les activateurs du stress du RE entrainent une diminution
de la dépolarisation des neurones a POMC.
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(A) Régime gras (Court-terme)

Symboles:
o) Cytokines
pro-inflammatoires

Leptine

Signal physiologique

— Signal exacerbé

= = = Signal présumé

“ I Hyperméthylation

Résistance a la leptine avant I'obésité induite par le régime gras
(B) Régime gras (Long-terme)

(C) Stress du réticulum et réponse UPR

Résistance a la leptine et développement de I'obésité

Figure 6 : Schéma résumant les processus impliqués dans I'inflammation intracellulaire et du stress du réticulum induits
par le régime gras a court et long terme dans le développement de la résistance a la leptine et de 'obésité. (Adapté de
de Git and Adan, 2015)

Nous avons vu, dans ce premier chapitre, que I'obésité et le diabéte sont des maladies qu’il est
difficile de traiter en raison de la variété de causes envisageables ainsi que la multitude de facteurs
et de tissus impliqués dans son développement. Nous avons vu le réle primordial du cerveau dans
le maintien de de nombreuses fonctions physiologiques et I'impact de la leptine dans la régulation
centrale de la balance énergétique. Les noyaux hypothalamiques forment ensemble un centre
intégrateur de I'action de cette hormone et de nombreux paramétres intracellulaires peuvent
perturber I'activité de la leptine sur le cerveau entrainant I’'obésité et le diabéte. Le maintien d’une
communication entre ces noyaux et/ou d’autres structures cérébrales est donc essentiel pour le
bon fonctionnement des circuits impliqués. Mais une fois que le signal est intégré au niveau du
cerveau, comment est-il transmis aux organes périphériques en charge de la fonction ciblée ?
Dans cette seconde partie, nous verrons qu’aprés intégration, un nouveau signal est produit pour
atteindre de nombreux organes et tissus différents, toujours dans le but de répondre de la fagon
la plus appropriée a I'environnement intérieur et extérieur percus par le corps.
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Chapitre 2: La communication cerveau-périphérie dans la

régulation du métabolisme énergétique

Via la présence de leurs récepteurs, les facteurs ou hormones sécrétés dans la circulation
systémique ont un impact direct sur les tissus ou organes périphériques et centraux. Ainsi, la
résistance ou la perturbation de I'intégration de ces signaux dans le systéme nerveux central
entraine des pathologies telles que I'obésité, le diabéte ou encore certains cancers. Pourtant ces
pathologies semblent trouver leur origine dans des dysfonctionnements des organes
périphériques, suggérant une communication entre le cerveau et la périphérie. Le systéme nerveux
autonome (SNA) est capable d’'innerver de nombreux tissus et organes impliqués dans la régulation
du métabolisme énergétique comme le tissu adipeux blanc, le tissu adipeux brun, le foie, le
pancréas ainsi que le muscle. Nous allons voir dans cette partie comment ce systéme fait le lien
entre I’hypothalamus et la périphérie dans le cadre du maintien de ’homéostasie énergétique.

L. Généralités sur le systéme nerveux autonome

Si le systéme nerveux central permet I'intégration des informations au sein du cerveau, le systéeme
nerveux périphérique permet la communication entre le cerveau et la périphérie. Il se compose du
systéme nerveux somatique, régissant les actions volontaires de I’'organisme et le systéme nerveux
autonome qui régule I'activité des organes en fonction de I’environnement. Le systéme nerveux
autonome est impliqué dans de nombreuses fonctions ne demandant pas d’effort conscient, telles
que la régulation de la pression sanguine, du rythme cardiaque, de I'excrétion des liquides, de la
réaction inflammatoire, mais également la digestion, la régulation de la température corporelle, de
I’hnoméostasie du glucose ou de la balance énergétique (Janig, 2006). Il se divise en 2 composantes
pouvant agir en synergie, de maniére antagoniste ou indépendamment I'une de I'autre : Le systéme
nerveux sympathique et parasympathique.

Le systéme nerveux sympathique est décrit comme activé par le stress et permet a I’organisme de
faire face (fight) ou de fuir (flight) (Cannon, 1929). Toutefois, il s’agit un systéme actif en condition
de repos, dont la régulation dépend beaucoup de I'organe cible (Iriki and Simon, 2012). Les fibres
préganglionnaires qui le composent sont présentes majoritairement dans le noyau
intermédiolatéral (IML) de la partie thoracique de la moelle épiniére (Cabot et al., 1990). La
répartition des fibres se fait de fagon rostro-caudale en fonction de la place de I'organe cible. Les
fibres innervant le tractus gastro-intestinal vont étre plus caudales que celles innervant I'eeil. En
sortant de la racine ventrale de la moelle épiniére, un premier relai est effectué dans les ganglions
de la chaine sympathique paravertébrale ou les ganglions sympathiques, ou se trouvent les
neurones post-ganglionnaires prévertébraux. Deux cas de figure sont donc possibles. Pour
I'innervation de la partie haute du corps les fibres présynaptiques projettent vers la chaine
paravertébrale avant d’innerver directement certains organes. En ce qui concerne I'innervation des
viscéres, les fibres sympathiques se regroupent d’abord dans des ganglions (céliaque,
mésentérique supérieur et inférieur) avant d’innerver les organes. Les fibres post-synaptiques du
ganglion céliaque innervent I'estomac, I'intestin gréle, le foie, la rate, le pancréas et les reins. Le
ganglion mésentérique supérieur envoie ses fibres vers le gros intestin. Enfin le ganglion
mésentérique inférieur passe d’abord dans le plexus hypogastrique qui va ensuite pouvoir innerver
le colon, la vessie et les organes génitaux.

Le systéme nerveux parasympathique est impliqué dans les fonctions dites « de repos » et dans la
digestion. Ces fibres préganglionnaires sont présentes dans certains nerfs craniens, la médulla, le
pont et I'IML de la partie sacrée de la moelle épiniére. Les fibres parasympathiques vont
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directement innerver la plupart des organes alors qu’un relai ganglionnaire se présente avant
I'innervation des glandes de la face.

Les voies nerveuses du systéme autonome sont composées de 2 neurones, contrairement au
systéme nerveux somatique qui n’en contienne qu’un. Les voies du systéme nerveux sympathique
sont composées d'un neurone cholinergique, dont le neurotransmetteur synaptique est
I'acétylcholine, suivi d’'un neurone adrénergique. L'effet de la voie est ensuite dépendant du
récepteur adrénergique présent sur 'organe cible. La voie parasympathique est composée de 2
neurones cholinergiques dont le second est souvent trés court. L’action sur I'organe s’effectue via
un récepteur muscarinique.

7 Thoracique

o 2 T L O S O 5

Organes génitaux —&

Figure 7 : Le systéme nerveux autonome. Schéma montrant les deux parties et les deux voies du SNA. A gauche, le
systéme sympathique et a droite le systéme parasympathique, qui assurent des effets opposés au niveau de chacun des
organes qu'ils innervent parfois en commun (d’aprés Kolb, Cerveau et comportement, 2¢ édition, 2006, p105)

II.  Régulation de I'’homéostasie glucidique par le systéme nerveux

autonome

1. Communication avec le foie
Le foie est un organe central du métabolisme énergétique. Grace a sa position stratégique dans le
tractus digestif, c’est le premier organe a capter les nutriments du bol alimentaire aprés la
digestion. Il est impliqué dans la production des acides biliaires, mais également dans le
métabolisme des acides aminés, des lipides et dans I’noméostasie du glucose (Li et al., 2013 ;
Perry et al., 2014). En effet, il a un rble de stockage du glucose en postprandial et peut également
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libérer du glucose dans la circulation en cas d’hypoglycémie (Ramnanan et al., 2011). Le foie est
innervé par le systéme nerveux autonome via des fibres sympathiques et parasympathiques
afférentes. Enfin le foie projette également des fibres nerveuses efférents (Fliers et al., 2010 ; Yi
et al, 2010). Ces fibres sont connectées a de nombreuses structures centrales dont
I’hypothalamus, le tronc cérébral et les structures limbiques (LaFleur et al., 2000). Pour rappel, les
fibres sympathiques, en sortant de la partie ventrale de la moelle épiniére, vont rejoindre les
ganglions céliaque et mésentérique avant d’innerver le foie. Il existe plusieurs stimuli activateurs
de la voie sympathique dans le foie : la stimulation des récepteurs o ou B adrénergiques, la
sécrétion de NPY, de galanine, de noradrénaline ou du vasoactive intestinal peptide (VIP) (Ulken et
al., 1991 ; Burcelin et al., 2004 ; Akiyoshi et al., 1998 ; el-Salhy et al., 1993). Les fibres
parasympathiques partent du DVM pour rejoindre le foie (Yi et al., 2010 ; Arvidsson et al., 1997).

Méme si la réduction de la production hépatique de glucose par le foie peut étre affectée par les
hormones périphériques telles que I'insuline (réduction de la production hépatique de glucose),
I'injection de cette hormone dans les ventricules cérébraux maintient le contréle de la production
de glucose par le foie malgré I'ablation totale du pancréas, de la rate et du tractus gastro-intestinal
(Szabo and Szabo, 1975). De plus, les effets de I'injection centrale d’insuline sont abolis lors de la
vagotomie et sympathectomie hépatique (Van den Hoek et al., 2008). Cela confirme que le cerveau
seul agit sur la production hépatique de glucose. La stimulation du nerf splanchnique entraine la
production hépatique de glucose et diminue la synthése de glycogéne. La stimulation du nerf vague
accélére la production de glycogéne par le foie (Shimazu, 1971).

Parmi les différentes zones du cerveau, plusieurs noyaux hypothalamiques interviennent dans la
régulation de I'activité hépatique du glucose par le foie, via le systéme autonome :

- La LHA: La stimulation pure de cette zone entraine la baisse de la néoglucogenése du foie
via la baisse de production de I'enzyme PEPCK (Phoenolpyruvate carboxykinase) et une
augmentation de la synthése de glycogéne par la voie parasympathique (Shimazu et al.,
1975). Toutefois, la stimulation des neurones a orexine seule entraine la production de
glucose par le foie via des fibres sympathiques (Yi et al., 2009). Ce centre hypothalamique
gére principalement la rythmicité de production et nécessite la bonne fonction de
I'ensemble du systéme nerveux autonome (Tsuneki et al., 2015).

- Le VMH : La stimulation électrique de ce noyau entraine la production hépatique du glucose
et diminue la concentration en glycogéne par influx sympathique (Shimazu, 1979).
Récemment, I'implication des neurones glutamatergiques et GABAergiques SF-1 du VMH
ont été ciblés dans la régulation de la glycémie a jeun ainsi que la sensibilité au glucagon
chez le rat (Tong et al., 2007 ; Zhang et al., 2008 ; Chan et al., 2006 ; Chan et al., 2011).

- Le PVH : Cette zone est un centre intégrateur pour des neurones provenant notamment de
I’ARC, le VMH et le noyau suprachiasmatique (SCN) dans le but de réguler la production
hépatique de glucose via des fibres sympathiques et parasympathiques (Fliers et al.,
2010). C’est au travers de I'ARC que la leptine (entre autres) exerce ces effets sur la
régulation du métabolisme du glucose. En effet, rétablir I'expression des LepR dans ce
noyau est suffisant pour rétablir I'insulinémie ainsi que la glycémie (Coppari et al., 2005)
et la transmission de l'information passe par les heurones POMC, AgRP et NPY (Huo et al.,
2009 ; Goncalves et al., 2014 ; van den Hoeck et al., 2008).

2. Communication avec le pancréas
Le pancréas est un organe situé a I'arriere de I’'estomac. Il est composé d’ilots de Langherans
contenant des cellules o et B, chargés de produire et sécréter le glucagon et l'insuline
respectivement. La régulation fine de la sécrétion de ces hormones permet la bonne gestion de la
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glycémie. Le glucagon est hyperglycémiant et l'insuline, hypoglycémiante. A contrario, un
dysfonctionnement dans la sécrétion peut entrainer le diabéte. A nouveau, le SNA intervient dans
la sécrétion des hormones pancréatiques. Le pancréas recoit des fibres sympathiques et des fibres
parasympathiques touchant tant les cellules o que B. En réponse au glucose, la voie
parasympathique stimule la libération d’insuline via la sécrétion d’acétylcholine agissant sur des
récepteurs muscariniques présents sur les cellules B (lonescu et al., 1983). Quand la glycémie
chute, la voie parasympathique active les cellules o pour sécréter du glucagon et normaliser la
glycémie. L'activité du systéme parasympathique sur le pancréas peut étre modulée par des
facteurs tels que le polypeptide pancréatique, la ghréline, GLP-1 et I'oxyde nitrique (Mussa and
Verberne, 2012). Le systéme nerveux sympathique agit sur les 2 types d’llots, mais sur des
récepteurs différents. L'activation des récepteurs B2 adrénergiques sur les cellules o entraine la
sécrétion de glucagon. La stimulation des récepteurs a2 sur les cellules (3 inhibe la sécrétion
d’insuline (Rodriguez-Diaz et al., 2012 ; Thorens, 2014). Comme pour le foie, les fibres
sympathiques afférentes partent de I'IML et les fibres parasympathiques du DMV (Rinaman et al.,
1987 ; Buijs et al., 2001). L’activité de ces fibres est régulée des neurones du PVH (Jansen et al.,
1997). Toutefois, il semblerait que des connexions entre le PVH et d’autres régions
hypothalamiques soient importantes en raison du phénotype résultant de leur dégradation. Parmi
eux :

- Le VMH: la lésion de ce noyau entraine une hyperinsulinémie qui peut étre améliorée par
une section du nerf vague (Berthourd et al., 1979). Cela suggére que la stimulation du VMH
entraine une stimulation sympathique et/ou une inhibition des fibres parasympathique se
projetant vers le pancréas dans le but de diminuer la sécrétion d’insuline. Le VMH est
capable de sentir les variations de concentration en glucose grace a I'expression du
récepteur GLUT2 (Dunn et al., 1998). La diminution de la concentration en glucose dans la
structure active 'AMPK et entraine I'augmentation de la sécrétion de glucagon par le
pancréas. A l'inverse, une augmentation de la concentration en glucose diminue la
sécrétion de glucagon (McCrimmon et al.,, 2008 ; Borg et al., 1997). L'augmentation de la
glycémie augmente I'insulinémie. L'insuline peut étre également percue par les neurones
du VMH qui expriment son récepteur. Cette détection est essentielle au bon
fonctionnement des cellules o et B et diminue également la sécrétion de glucagon chez le
rat grace a une libération du GABA par les neurones du VMH (Paranjape et al., 2010 ;
Paranjape et al., 2011).

- L’ARC : La régulation centrale de la sécrétion pancréatique dépend de la détection centrale
du glucose. Il existe donc a ce titre des neurones qui sont stimulés par le glucose et d’autres
inhibés par le glucose (ou activés par la diminution de la concentration en glucose) dans le
SNC. L’ARC posséde ces 2 types de neurones (Oomura et al.,, 1969 ; Routh, 2002). De plus,
les neurones AgRP de I’ARC sont directement impliqués dans la régulation sympathique du
pancréas (Joly-Amado et al., 2012).

La leptine, injectée centralement, supprime la sécrétion d’insuline liée au glucose (Park et al.,
2010). Ces effets semblent étre liés a son activité dans I'ARC et le VMH, car y rétablir la
signalisation de la leptine dans ces noyaux, chez un animal qui en est déficient, améliore
I’hyperinsulinémie liée au modéle (Coppari et al., 2005).

3. Communication avec le muscle
Le muscle est capable de capter le glucose grace au récepteur GLUT4 pour sa propre utilisation,
mais peut également servir de stockage. Aprés un repas, 'augmentation de la glycémie entraine
une production d’insuline par le pancréas. L'insuline produite stimule la capture du glucose par le
muscle, trés sensible & I'hormone. A I'inverse, I'obésité et la résistance périphérique a I'insuline
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perturbent ce mécanisme (Kahn et al., 2000 ; Marino et al., 2011). Toutefois, il est possible pour
le muscle de capturer le glucose sans intervention de l'insuline grace a l'activité du systéme
nerveux sympathique (Nonogaki et al., 2000), via I'activation des récepteurs B-adrénergiques. Que
ce soit via 'insuline ou le systéme nerveux sympathique, I'implication de I'hypothalamus a été
démontrée. En effet, la stimulation du VMH active la capture du glucose par le muscle, sans
intervention de l'insuline, mais bien en activant la voie sympathique (Shimazu et al., 1991 ; Sudo
et al, 1991 ; Minokoshi et al., 1994). De méme, la micro-injection de leptine dans le VMH
augmente la capture du glucose dans le muscle via I'activation du systéme nerveux sympathique,
entrainant la stimulation de la voie AMPK dans le muscle (Minokoshi et al., 1999 ; Minokoshi et
al., 2002). D’autres études ont également montré que la signalisation centrale de la leptine stimule
la phosphorylation d’AKT dépendante de I'insuline dans le muscle, augmentant la translocation de
GLUT4 a la membrane des myocytes, et donc la capture du glucose (Roman et al.,, 2010 ; Funai et
al., 2009). Enfin certains neurones de la LHA sont capables de produire de |'orexine A, en réponse
au glucose. L'activité de I'orexine A sur le VMH promeut la capture du glucose dépendante de
I'insuline par le muscle ainsi que la production de glycogéne grace a I'activation des récepteurs -
adrénergiques (Shiuchi et al., 2009).

[II.  Régulation de 'homéostasie lipidique par le systéme nerveux autonome

En complément du glucose, les lipides permettent a I'organisme de faire I'état de la balance
énergétique. De nombreuses enzymes sont impliquées dans le métabolisme des lipides telles que
la long chain acyl-CoA synthase (ACS), la carnitine palmitoyl-transferase 1 (CPT-1), la fatty acid
synthase (FAS) ou encore les récepteurs y activés par les proliférateurs de peroxysome (PPARY)
dans les neurones du VMH et de I’ARC. Ceci renforce I’hypothése selon laquelle I’hnypothalamus est
capable de détecter et métaboliser les lipides, dans le but d’adapter la réponse nerveuse envoyée
vers les organes périphériques, comme le foie ou le tissu adipeux blanc, en conséquence de |'état
énergétique de I'organisme (Le Foll et al., 2009 ; Sarruf et al., 2009).

La gestion du glucose n’est pas la seule fonction du foie. Il intervient également dans la production
d’acides gras a partir du glucose en exces, la modulation de la production et sécrétion de
triglycérides, de corps cétoniques ainsi que dans I'oxydation des acides gras. La stimulation
sympathique du foie augmente la sécrétion de triglycérides dans le sang, bloque la production de
corps cétoniques et inhibe I'expression de CPT-1, impliqué dans la B-oxydation des acides gras
(Yamauchi et al., 1998 ; Carreno et Seelaender, 2004). Plusieurs études ont montré I'importance
du NPY, des modulateurs de I'activité des MCR3/4 et de la MCH dans la régulation centrale du
métabolisme lipidique par le foie (Lam et al., 2007 ; Leckstrom et al., 2011 ; Wang et al 2010).
L'infusion centrale et chronique de NPY entraine une augmentation de la production hépatique des
triglycérides. Ces effets sont indépendants de la prise alimentaire en raison du maintien du
phénotype en condition pair-fed. Un troisiéme groupe d’animaux, injectés au NPY n’a accés qu’a la
méme quantité de nourriture ingérée par les animaux injectés au véhicule. Malgré une prise
alimentaire moindre, les animaux injectés au NPY produisent plus de triglycérides. (Zarjevski et al.,
1993).

Si le métabolisme des lipides peut étre modulé par le foie, le tissu adipeux blanc reste leur lieu de
stockage principal. Il est a présent reconnu comme organe endocrine, grace a la sécrétion des
adipokines, mais il reste également un stock énergétique dans lequel I'organisme vient puiser si
nécessaire (Ahima and Flier, 2000). Etant également richement innervé, le tissu adipeux posséde
de nombreuses connexions avec le systéme nerveux central qui pilote ses différentes fonctions. En
raison de I'abondance des fibres dans le tissu, il semblerait que le systéme nerveux sympathique
régisse majoritairement la communication entre le cerveau et le tissu adipeux blanc ainsi que la
lipolyse, le nombre d’adipocytes et la sécrétion d’adipokines (Bartness et al., 2005 ; Bartness et
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al.,, 2010 ; Nogueiras et al.,, 2010). L'implication parasympathique reste encore peu documentée
(Giordano et al.,, 2006 ; Kreier et al., 2007). Chez 'Homme et le rongeur, les adipocytes expriment
de nombreux récepteurs adrénergiques dont les B1, B2 et B3 qui stimulent la lipolyse et les a2 qui
inhibent la lipolyse en modulant I'activité de I'adénylate cyclase et de la protéine kinase A (PKA)
(van Baak, 2001 ; Fruhbeck et al., 2014). Les fibres sympathiques innervant le tissu adipeux
proviennent du tronc cérébral, mais également de I’hypothalamus indiquant son implication dans
la régulation du métabolisme lipidique (Shi and Batness, 2001).

Les neurones a orexine A, présents dans la LHA modulent I'activité sympathique du tissu adipeux
par leurs projections dans le tronc cérébral et la moelle épiniére et I'activité des récepteurs a
histamine H1 et H3. Plus la concentration en orexine A est importante dans la LHA, plus le systéeme
sympathique est activé (Shen et al., 2008). La MCH, produite dans ce méme noyau, est également
un médiateur de I'activité du tissu adipeux blanc. Son activité entraine une augmentation de
I'adiposité et diminue la lipolyse (Imbernon et al., 2013).

Le VMH intervient aussi dans I'activité du tissu adipeux blanc via les neurones CB1 et le systéeme
nerveux sympathique. De maniére intéressante, la nature du régime appliqué aux animaux entraine
une modification de I'activité des neurones CB1. En régime normal, leur activité diminue la lipolyse,
alors qu’en régime gras, ils promeuvent la lipolyse (Ruffin et al., 1999 ; Cardinal et al., 2014).

De nombreuses études ont montré que l'activité des récepteurs MCR3/4 hypothalamiques
intervient dans la régulation de I'activité du tissu adipeux, indépendamment de la régulation de la
prise alimentaire. Leur activation augmente le renouvellement et la sécrétion de la noradrénaline
vers les adipocytes, stimulant la lipolyse et diminuant les stocks lipidiques (Hwa et al., 2001 ;
Raposinho et al., 2003 ; Song et al., 2005 ; Brito et al., 2007). Bloquer I'activité de ces récepteurs
entrainera I'effet inverse (Nogueiras et al., 2007). De la méme maniére, si la sécrétion d’a-MSH est
diminuée, la lipolyse est inhibée et les stocks lipidiques augmentent chez I'animal. Ces effets
peuvent étre renversés grace a I'administration d’un agoniste des récepteurs o et 3 adrénergiques
(Kaushik et al., 2012).
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Figure 8 : Résumé des actions de la leptine dans I’'hypothalamus et les réponses autonomes associées au niveau des
organes périphériques
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IV.  Régulation de la dépense énergétique par le systéme nerveux autonome

1. Role du tissu adipeux brun

Le tissu adipeux brun est directement impliqué dans la régulation de la dépense énergétique de
par sa capacité a produire de la chaleur en réponse au froid ou a certains régimes (Cannon and
Nedergaard, 2004 ; Morrisson et al., 2014). S’il a toujours eu son importance chez les rongeurs,
les animaux hibernants et les nouveau-nés, ce n’est que depuis une dizaine d’années qu’il a été
détecté chez 'Homme adulte et présenté comme important dans la régulation du métabolisme
énergétique (Nedergaard et al., 2007 ; van Marken Litchtenbelt et al., 2009). Il n’y a que certains
dépbts qui présentent des fibres parasympathiques, mais il est toujours innervé par le systéme
nerveux sympathique (Giordano et al., 2004). C'est au travers des récepteurs 3 adrénergiques que
le systéme nerveux exerce son contrdle sur ce tissu. lls interviennent sur la production d’AMPc et
I'activité de certaines kinases impliquées dans I'expression du gene UCP1. Cette protéine est
présente sur la membrane interne des mitochondries du tissu adipeux brun et sert de canal a
protons afin de dissiper le gradient électrochimique lié a la chaine respiratoire mitochondriale,
produisant de I'énergie sous forme de chaleur (Ricquier et al., 1991).

L'utilisation de certains virus traceurs rétrogrades, dans le tissu a permis de découvrir la
provenance des fibres nerveuses autonomes responsables de I'innervation du tissu adipeux brun.
A nouveau, plusieurs régions hypothalamiques sont impliquées (Bamshad et al., 1999) :

- L’ARC : Parmi les fibres détectées, on trouve les neurones CART et POMC. Leur présence
est importante, car I'activation des récepteurs MC4R, via I'a-MSH, est indispensable pour
réguler la thermogenése sans frisson (production de chaleur due a I'activité du tissu pas a
une activité musculaire) ou pour médier les effets de la leptine sur la production d’'UCP1
dans le tissu adipeux brun (Berglund et al., 2014 ; Zhang et al., 2005). Mais les neurones
AgRP sont également impliqués. En plus d’étre des inhibiteurs des MC4R, leur activation
atténue le « brunissement » du tissu adipeux blanc et active I'innervation sympathique du
tissu adipeux brun (Shi et al.,, 2013 ; Ruan et al., 2014).

- Le VMH : Cette zone est un relai important dans la thermorégulation par le tissu adipeux
brun au travers des neurones exprimant SF1. En effet, 'absence de ces neurones qui
envoient des terminaisons vers I'ARC et le PVH, mais également vers des centres
régulateurs du SNA comme le NTS ou le locus coeruleus, entraine une diminution de
I'expression d’'UCP1 et de la dépense énergétique (Lindberg et al., 2013 ; Kim et al., 2011).
Suite a l'intégration de signaux dans les neurones de cette zone du cerveau, il semblerait
que l'activité de '’AMPK soit un élément essentiel a la modulation du tonus sympathique
envoyé au tissu adipeux brun.

- Le DMH : Contrairement a la majorité des neurones impliqués, les neurones du DMH ne
projettent pas directement vers la moelle épiniére. lls envoient plutét des projections
glutamatergiques vers le raphé pallidus qui médie leurs effets. L'activation du raphé
stimule I'activité du tissu adipeux brun (Cao and Morrison, 2006). Cette structure serait
également impliquée dans la limitation du phénoméne de « Browning » dans le tissu
adipeux blanc inguinal grace au NPY, entrainant la diminution de la dépense énergétique.
L’action de la leptine aurait un impact sur ce mécanisme notamment grace a son réle sur
la production de NPY (Chao et al., 2011 ; Lee et al., 2013).

Toutefois, ce tissu est également extrémement sensible a de nombreux facteurs circulants
(insuline, leptine, GLP-1, hormones thyroidiennes) pouvant interférer avec les effets du systéme
nerveux autonome.
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2. Role du muscle
La thermogenése par le frisson (production de chaleur grace a une contraction des muscles) est
également un moyen de régulation de la dépense énergétique sous contrble du systéme nerveux
autonome. La régulation de ce processus se fait essentiellement dans la région préoptique de
I’hypothalamus qui intégre les informations provenant des thermorécepteurs grace a des neurones
répondant a la chaleur ou au froid et qui module le tonus sympathique envoyé aux fibres
musculaires (Boulant et al., 1974).

Ainsi I’hypothalamus est capable de communiquer avec certains des principaux organes
périphériques impliqué dans la régulation du métabolisme énergétique. Dans le premier chapitre,
nous avons dans le premier chapitre qu’il est important pour les signaux métaboliques
périphériques, dont la leptine, d’atteindre les noyaux hypothalamiques pour permettre leur
intégration au sein d’un réseau neuronal afin de produire une réponse appropriée. Le second
chapitre nous a permis de comprendre la communication de I’hypothalamus vers la périphérie. Il
est donc maintenant important de saisir comment les signaux périphériques, majoritairement
circulants, peuvent atteindre les noyaux hypothalamiques afin de réguler la balance énergétique.
La littérature décrit principalement un accés via la BHE. Nous allons voir, au cours du troisiéme
chapitre, qu’il existe plusieurs types de barriéres au sein du cerveau et que chacune d’entre elles
permettent un accés spécifique les molécules circulantes, permettant la communication
périphérie-cerveau tout en maintenant I'intégrité du tissu cérébral.
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Chapitre 3 : Les barriéres du systéme nerveux central, protection

et communication ?

Les premiers travaux concernant les liens entre le sang périphérique et le cerveau remontent aux
années 1880, avec les travaux de Paul Ehrlich. Ce dernier, en injectant un colorant dans la
circulation systémique, remarqua que le colorant n’atteignait pas le systéme nerveux central
(Ehrlich, 1904). Pensant d’abord qu’il s’agissait simplement d’une faible affinité cérébrale pour le
marqueur, la notion de barriére n’apparaitra qu’apres la confrontation de cette étude avec d’autres
ayant montré que certains agents n’avaient d’effet sur le cerveau que s’ils y étaient centralement
injectés (Goldmann, 1913, Lewandosky, 1890). Ce n’est que dans les années 1930 que I'on
commence a visualiser la structure de la barriere entre le sang et le cerveau telle que nous la
connaissons actuellement, grace a I'évolution des techniques d’étude comme la microscopie
électronique. Le cerveau serait séparé de la circulation sanguine, protégé ainsi des éléments nocifs
(exogéne comme endogéne) qu’elle peut contenir.

Plusieurs types de barriéres entre la périphérie et le cerveau sont actuellement connus : la barriére
hématoencéphalique (BHE), la barriere hémato-cérébro-ventriculaire (BHCV) et la barriére
arachnoidienne. Cette derniére est une structure, multicouche qui englobe la surface du systéme
nerveux central afin de réabsorber certains composants du LCR vers le sinus sagittal. N'ayant
gu’'une trés faible contribution dans la régulation de la balance énergétique, elle ne sera pas
davantage décrite. Les notions de BHE et BHCV ont, encore récemment, été considérées comme
équivalentes malgré leurs différences anatomiques et fonctionnelles. La BHE est la barriére la plus
connue. Elle protége les structures centrales de leur exposition aux agents toxiques ou pathogénes
présents dans le sang via I'endothélium de certains vaisseaux spécifiques, disséminés dans le
parenchyme cérébral. Le systéme ventriculaire contenant le LCR est une zone sensible a la toxicité,
car les vaisseaux proches de la structure n'ont pas de fonction de barriére. Donc contrairement a
la BHE, cette fonction implique d’autres cellules présentes dans la BHCV. En fonction de
I'emplacement, ce sont des cellules épithéliales ou épendymogliales qui possédent ce role de
barriére.

Toutefois, le sang contient également des nutriments, cytokines et autres signaux permettant la
communication intra et inter-organes. Ces éléments doivent pouvoir atteindre le parenchyme
cérébral afin de maintenir un milieu propice au bon fonctionnement neuronal. De plus, nous avons
vu précédemment a quel point le SNC a besoin d’étre informé ce qui se passe dans le reste du
corps afin d’initier les processus appropriés a chaque situation. Nous verrons donc dans ce
chapitre, les mécanismes impliqués dans le maintien de la protection du cerveau par ces
différentes structures (BHE puis BHCV). Ensuite nous verrons les éléments intervenant dans la
communication entre le cerveau et la périphérie dans la BHE et la BHCV.
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Figure 9 : Représentation schématique des
différentes barriéres sang/cerveau. Il existe
trois interfaces sang/cerveau actuellement
décrites : La barriere hémato-encéphalique
(BHE) et la barriére
hématocérébroventriculaire (BHCV) qui se
compose des plexus choroides et des
organes circumventriculaires (OCV). Ces
interfaces sont constituées de cellules
endothéliales (pour la BHE) ou d’une
association de cellules endothéliales et
cellules épendymaires (pour les plexus
choroides et les OCV). La fonction de
barriére est assurée par la présence de
jonctions serrées (en vert). Au niveau de la

BHE, cette fonction est portée par les
' Sang . cellules endothéliales, ce qui limite

LCR

Parenchyme Parenchyme Parenchyme

‘ Sang .
fortement la diffusion des molécules
\ , \ , présentes dans la lumiére du vaisseau (en
< W o w» o rose). Pour la BHCV, les vaisseaux
N . présentent des fenestrations (en blanc)
Barriere Plexus choroides Organe facilitant la sortie des molécules de la
hématoencéphalique circumventriculaire circulation. Toutefois, elles ne diffusent pas
| | librement dans le parenchyme cérébral
Y mais restent dans I'espace périvasculaire.
Leur accés vers le liquide céphalorachidien
Barriére hémato-cérébro-ventriculaire se fera via les cellules épendyma”'es ol la
fonction de barriére y est reportée. Adapté
de la thése de Fanny Langlet

L. Eléments en charge de la protection du cerveau vis-a-vis du contenu
sanguin

Méme si la neurogenése a I'age adulte est de plus en plus décrite chez ’'Homme comme chez le
rongeur, elle reste trés limitée et spécifique et ne permet pas réparer tous les dommages du
cerveau. |l est donc essentiel qu’il se protége contre les agressions et maintienne un
environnement propice a son fonctionnement optimal. Grace a certains éléments, les différentes
barrieres du systéme nerveux central évitent I'exposition du cerveau a des molécules et
pathogénes qui affectent son fonctionnement.

1. Au sein de la barriere hématoencéphalique (BHE)

Le parenchyme cérébral est richement vascularisé, pourtant le sang n’y diffuse pas librement. Afin
de prévenir l'arrivée d’agents pathogénes dans le liquide interstitiel, présent autour des cellules du
parenchyme et de maintenir un environnement propice a un bon fonctionnement du tissu cérébral,
plusieurs mécanismes entrent en jeu. La notion de barriere est centrée ici sur les cellules
endothéliales. Au sein de ces cellules, plusieurs protéines de structure forment ensemble des
points de soudure intercellulaires observables en microscopie électronique : les jonctions serrées
(Reese and Karnovsky, 1967). Ces jonctions limitent le transport paracellulaire entre le sang et le
cerveau, mais polarisent également les cellules endothéliales en une zone luminale (vers la lumiére
du vaisseau) et abluminale (vers le cerveau) (Begley and Brightman, 2003 ; Wolburg et al., 2009).
L'incapacité des ions a pouvoir passer du compartiment sanguin vers le compartiment
intercellulaire cérébral, en vue d’équilibrer les charges, crée une résistance électrique dans les
cellules endothéliales augmentant I'efficacité des jonctions serrées (Butt et al., 1990). Ce premier
barrage est renforcé par la structure trés spécialisée des capillaires présents. En effet, elle fait
intervenir de éléments cellulaires formant un filtre supplémentaire.
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1.1. Les jonctions serrées de la barriére hématoencéphalique
C'est a partir de complexes protéiques transmembranaires spécifigues que sont formées les
jonctions serrées. Deux types de jonctions existent entre les cellules endothéliales et participent a
la fonction de barriére de la BHE : les jonctions dites « trés serrées » ou zonulae occludens et les
jonctions adhérentes liant les membranes endothéliales entre elles.

Les zonulae occludens sont formées a partir de complexes protéiques transmembranaires et
intracellulaires interagissant entre eux. Les occludines, claudines et protéines jonctionnelles (les
Junctional adhesion molecule ou protéines JAM, les endothelial cell adhesion molecule ou
protéines ESAM), présentes dans la membrane de chaque cellule endothéliale des capillaires de
la BHE, se lient entre elles par liaison homophile (connexion avec la méme protéine d’une cellule
endothéliale adjacente). Bien que les occludines soient des protéines spécifiques des jonctions
serrées, elles ne sont pas pour autant indispensables a leur formation. Les claudines, par contre,
sont suffisantes a la formation des jonctions serrées (Furuse and Tsukita, 2006). Elles forment un
large groupe de protéines dont les types 3, 5 et 12 ont été identifiés dans le SNC chez le rongeur
et’Homme. La claudine-5 est indispensable a I'intégrité de la BHE. Son absence entraine la « fuite »
des protéines allant jusqu’a 800 Da (Nitta et al., 2003). Les protéines JAMs interviennent dans la
polarité cellulaire et indiquent le point de contact entre les zonula occludens de type 1 (Z0-1) et
I'occludine (Itoh et al., 2001). Les extrémités intracellulaires de ces protéines interagissent avec
des protéines dites « échafaudages » via leur motif PDZ. Parmi elles, il y a Z0-1, ZO-2, les cingulines,
les AF-6 et les 7TH6 et servent de connecteurs avec le cytosquelette (Wolburg and Lippoldt, 2002).

Les jonctions adhérentes rapprochent les membranes cellulaires entre elles. Elles sont a nouveau
composées de protéines transmembranaires, les VE-Cadhérines, interagissant entre elles via leurs
parties extracellulaires (Dejana et al., 2008). De 'autre coté, les cadhérines interagissent entre
autres avec des B-caténines, qui se fixent a leur tour a un complexe protéique intracellulaire
composé d’a-actinines, de vinculines servant d’intermédiaire avec les filaments d’actine du
cytosquelette. Ces jonctions interviennent davantage dans la régulation de la perméabilité
endothéliale que dans la limitation du transport paracellulaire (Breier et al., 1996 ; Dejana et al.,
2009). Toutefois, elles sont essentielles a la bonne formation des zonulae occludens, leur présence
régulant I'expression de la claudine-3 et 5 (Liebner et al., 2008 ; Taddei et al., 2008).

De maniére ponctuelle, les cellules endothéliales expriment également des protéines
transmembranaires telles que PECAM-1 intervenant dans I'intégrité de la BHE en cas de dommages
(Graesser et al., 2002).

1.2. La structure des vaisseaux de la barriére hématoencéphaliqgue
L’emplacement du vaisseau dans le SNC détermine certaines propriétés des vaisseaux de la BHE,
certainement pour s’adapter au mieux a I'environnement local. Mais généralement, les vaisseaux
de la BHE sont constitués d’une couche unicellulaire de cellules endothéliales particulierement fine
au niveau du SNC entourant la lumiére du vaisseau. La présence de jonctions serrées forme une
ceinture cellulaire polarisée. Associée au feuillet protoplasmique P de la membrane plasmique,
I’ensemble est un endothélium continu, sans fenestrations qui limite la pinocytose (Brightman and
Reese, 1969 ; Wolburg et al., 1994). Mais la face abluminale de I'endothélium présente une
membrane basale surplombée d’'une couche de cellules murales composée de péricytes et de
cellules musculaires lisses (Sims, 1986). La membrane basale est une matrice extracellulaire
sécrétée par les cellules endothéliales et les péricytes. Elle est principalement composée de
collagene de type IV, de laminine et de glycoprotéines. Il y a en moyenne entre 1 et 3 péricytes pour
une cellule endothéliale (Shepro and Morel, 1993). Grace a un cytosquelette contractile, les
péricytes participe a la contraction des vaisseaux, permettant la régulation du flux sanguin (Hall et
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al., 2014). En communicant ponctuellement avec les cellules endothéliales grace aux jonctions
adhérentes ou communicantes, les péricytes seraient impliqués dans des fonctions permettant le
maintien de la fonction des vaisseaux et I'angiogenése (Cuevas et al., 1984 ; Armulik et al., 201.1).
Une autre couche est formée par plusieurs pieds astrocytaires qui recouvrent la totalité de la
structure et sécrétent une nouvelle lame basale. Ces cellules sont capables de sécréter des
molécules capables de moduler la structure de la BHE (Abbott et al., 2006). Elles favorisent aussi
les propriétés de barriere en coculture avec des cellules endothéliales ainsi qu’in vivo dans des
structures périphériques (Dehouck et al., 1990 ; Neuhaus et al., 1991 ; Janzer and Raff, 1987).
L’accumulation de couches cellulaires augmentent la fonction de barriere des cellules
endothéliales. Mais les propriétés individuelles de chaque couche, associées a une interaction
mutuelle de ces éléments entretiennent aussi une régulation fonctionnelle et structurale fine de la
BHE. L’ensemble de ces couches de cellules vasculaires et neurales interagissant ensemble est
appelé unité neurovasculaire.

Unité neurovasculaire O —

,/ Péricyte

Astrocyte
/

Pied )

astrocytaire

A ™
Lame basale il /

Jonction serrée
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Claudine-3 et 5
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N
X

Médiateurs
permettant l'interaction

Figure 10 : Schéma de I'unité neurovasculaire.

2. Au sein de la barriére hématocérébroventriculaire (BHCV)
En plus du liquide interstitiel, le liquide céphalorachidien (LCR) est également préservé de tout
contact direct avec le compartiment vasculaire, car la BHCV sépare ces 2 systémes. Le LCR est
contenu dans tout le systéme ventriculaire (ventricules latéraux, 3¢ et 4¢ ventricules) passant d’un
ventricule a I'autre par les foramens de Monro et de Sylvius. Aprés un passage dans les foramens
de Magendie et Luschkae il circule également autour du SNC dans les espaces subarachnoidiens
et dans les citernes internes. Le LCR est renouvelé plusieurs fois par jour, chez le rongeur (12
fois/jour) comme chez 'Homme (5-6 fois/jour). Sa composition change de facon dynamique, en
fonction de son site de production, la vitesse de son flux ou encore le rythme circadien. Elle est
donc primordiale au maintien de I'homéostasie du SNC (régulation de I'osmolarité, du pH
environnant, transmission de signaux au parenchyme) (Cutler et al., 1968 ; Rudick et al., 1982 ;
Praetorius and Damkier, 2017). Le LCR est produit essentiellement par les plexus choroides,
flottant a certains endroits du systéme ventriculaire. Il y en a un dans chaque ventricule latéral, un
dans le 3¢ et un dans le 4¢ ventricule. Ce tissu est composé d’une couche de cellules épithéliales
qui surplombe un stroma richement vascularisé. La BHCV est plus permissive que la BHE. Les
vaisseaux de la BHCV, présentant des fenestrations, permettent a I'eau, aux ions et aux petites
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molécules de diffuser librement (Wolburg and Paulus, 2010 ; Lorke et al., 2008). C’est donc au
niveau des cellules épithéliales des plexus choroides que la fonction de barriére est établie. De
plus, certainement en lien avec une origine embryonnaire commune, les cellules épithéliales sont
connectées aux cellules épendymaires qui forment la majeure partie des parois ventriculaires.
Malgré la présence de Z0-1 et d’occludine, ces cellules sont liées entre elles par des jonctions gap
et permettent la diffusion de certaines molécules entre le LCR et le parenchyme cérébral (Whish et
al., 2015 ; Del Bigio et al., 2010).

Enfin, il existe de petites zones dans lesquelles une molécule injectée en intraveineux peut diffuser
(Ueno et al.,, 2000). En effet, au niveau de certaines zones périventriculaires, les vaisseaux ne
présentent pas les propriétés de barriére décrites pour la BHE. Ces zones ont été décrites dans les
années 50 et appelées organes circumventriculaires (OCVs) (Hofer, 1958 ; Davson et al., 1987).
Les cing OCVs sont répartis en deux groupes :

- Les OCV considérés comme « senseurs » regroupant I'organe subfornical (OSF), I'organe
vasculaire de la lame terminale (OVLT) et I'area postrema. Dans ces structures, des
neurones sont en contact avec les vaisseaux afin de détecter les informations transmises
via le sang.

- Les OCV considérés comme « sécréteurs » composés de I'éminence médiane (EM) et la
neurohypophyse. Dans ces régions neurosécrétrices, les cellules cérébrales relarguent
leurs produits directement dans les vaisseaux.

Certains auteurs ajoutent la glande pinéale dans les OCV sécréteurs, pourtant isolée du cerveau et
loin du systéme ventriculaire. L’organe subcommissural avait également été proposé comme étant
un OCV, mais ne présente pas le méme type de vaisseaux. Enfin, d’autres considérent les plexus
choroides comme des OCVs en raison de leur structure semblable. Ces derniers vont étre décrits
dans une partie a part, nous allons considérer comme OCVs les structures décrites dans la liste ci-
dessus.

Dans la suite de ce paragraphe, nous allons voir les processus mis en place par les plexus
choroides et les OCVs pour maintenir la protection du cerveau.

2.1. Au niveau des plexus choroides

2.1.1.  Production du LCR

Parmi ses multiples rbles, le LCR assure une protection, tout d’abord, mécanique du SNC lors d’un
choc en formant une couche de fluide autour de ce dernier. De plus, pendant la phase de sommeil
principalement, des échanges ont lieu entre le liquide interstitiel et le LCR par convection (lliff et
al.,, 2012 ; Xie et al., 2013). Le LCR facilite donc également le drainage des produits neurotoxiques
accumulés dans la phase d’activité pour élimination. La production de ce liquide par les plexus
choroides est ainsi une premiére source de protection par la BHCV. Cela est rendu possible grace
a un transport actif d’ions Na*, Cl et d’HCO3- par la pompe ATPase Nat*/K* et l'activité de
I'anhydrase carbonique. Ce flux d’ions entraine un transport osmotique d’eau. La sécrétion de
liquide par I'épithélium choroide est ensuite possible grace a la présence de canaux de type
aquaporines au pole apical (Ghersi-Egea et Damkier, 2017). Une diminution de la sécrétion de LCR
a été constatée au cours du vieillissement et de maladies neurodégénératives comme la maladie
d’Alzheimer suggérant ainsi de ce processus est impliqué dans la protection du tissu cérébral a
long terme (Serot et al., 2012 ; Carrion et al., 2001).

2.1.2. Lesjonctions serrées des plexus choroides
C’est, a nouveau, grace a la microscopie électronique que I'on a découvert que les cellules
épithéliales des plexus choroides présentent des jonctions serrées. Ces jonctions ont été observées
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a des ages précoces de développement embryonnaire chez le poisson zébre, le poulet, le mouton
et ’'Homme, dés la formation des plexus, révélant leur grande importance dans la protection du
cerveau (Mollgoard and Saunders, 1975 ; Henson et al., 2014 ; Wakai and Hirokawa, 1981). Il a
largement été démontré que comme pour les vaisseaux de la BHE, I'occludine, les claudines 1-3
ainsi que Z01-3 apparaissent dans la formation de zonula occludens entre les cellules des plexus
choroides, prévenant la diffusion paracellulaire. L'expression de la protéine Alix dans ces cellules
épithéliales est, par contre, essentielle afin de maintenir I'expression de ces jonctions serrées au
niveau du pdle apical (Campos et al., 2016). Bien que la BHE soit capable de transporter des
molécules qui ne passent pas la BHCV, cette derniére ne posséde pas une aussi grande résistance
électrique que la BHE (Brightman and Reese, 1969). Cela peut s’expliquer par la présence de
claudine-2 et de jonctions adhérentes notamment, permettant la diffusion paracellulaire d’ions et
d’eau (Rosenthal et al., 2017). La BHCV est également une barriére qui semble plus adaptative
gue la BHE en raison de la plus grande variété de protéines exprimées et leur plasticité. Beaucoup
de types différents de claudines sont exprimés dans les plexus choroides, plus ou moins sensibles
a I'inflammation ou au stress oxydatif. De plus, il a été montré que I'expression de protéines de
jonction dans les plexus choroides dépend de la photopériode chez I’'animal saisonnier (Lagaraine
et al., 2011). La perturbation de ces protéines pourrait étre, entre autres, a l'origine de
perturbations de la composition du LCR comme lors de I'ischémie (Ennis and Keep, 2006).

2.2. Au niveau des organes circumventriculaires

Les OCVs sont généralement organisés de facon similaire : une partie vasculaire, composée d’un
plexus de capillaires fenestrés ; une couche intermédiaire contenant de nombreuses cellules
gliales et neuronales et une couche de cellules épendymaires hautement spécialisées. Un
marquage pour la protéine associée aux vésicules du plasmalemme (Plvap chez le rat et MECA-32
chez la souris), constituant de fenestrations vasculaires est observé au niveau des vaisseaux des
OCVs (Ciofi et al., 2009 ; Ciofi et al., 2011). Toutefois, la présence de fenestrations au sein des
vaisseaux n’'entraine pas une diffusion libre des composants du sang vers le parenchyme, cette
diffusion est méme plutot faible. En effet, un certain nombre d’études semblent montrer une
perméabilité vasculaire jusqu’a 10000 Da dans les OCV « sensoriels » et elle diminue dans les OCV
« sécréteurs » entre 2000 et 4000 Da (Morita et al., 2015 ; Schaeffer et al., 2013). Les molécules
de hauts poids moléculaires restent cantonnées dans la partie la plus centrale des vaisseaux des
OCV et ne sont pas extravasées. La membrane basale de la zone vasculaire des OCV contient de
la laminine, pouvant servir de barriére aux grosses molécules chargées (Hallmann et al., 2015 ;
Morita et al., 2015 ; Furube et al., 2014). La présence ou non de marqueurs de jonctions serrées
(Claudine-5, Occludine, Z0-1) dans les vaisseaux des OCV « sensoriels » est discutée. Quand ils sont
observés, I'expression est limitée a une petite population de vaisseaux présente sur la portion
distale des OCVs « sensoriels » (Langlet et al., 2013 ; Willis et al., 2007 ; Petrov et al., 1994 ; Morita
et al.,, 2015). Ces éléments semblent renforcer I’hypothése d’une diffusion limitée des molécules
suite a leur extravasation au sein des OCV. Les parties distales des OCVs contiennent des
populations de cellules gliales, exprimant fortement la Glial fibrillary acidic protein (GFAP). Grace a
la microscopie électronique, des jonctions serrées ont été décrites au niveau de ces cellules (Krisch
et al.,, 1978 ; Petrov et al., 1994). Comme pour les plexus choroides, il semblerait que la fonction
de barriére des OCV soit délocalisée au niveau de ces cellules épendymogliales. Au sein de I'EM,
ces cellules sont appelées tanycytes. Elles seront décrites plus précisément dans la derniére partie
de cette introduction. La présence de jonctions serrées entre chaque tanycyte, empéchant la
diffusion paracellulaire, leur confére la fonction de barriére entre le sang périphérique et le LCR du
3V (Mullier et al., 2010 ; Langlet et al., 2013).
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II. Eléments en charge de la communication entre le sang et le cerveau

dans les différents types de barrieres cérébrales

La présence de jonctions serrées au niveau des différentes barrieres du SNC entraine : I'absence
de pores intercellulaires, une trés faible pinocytose, ainsi que la polarisation des cellules
impliquées dans cette fonction. Ces éléments leur conférant les propriétés d’'une membrane
continue, le maintien d’'un environnement propice au fonctionnement normal du cerveau, ainsi
gu’une bonne communication avec la périphérie nécessite la mise en place de plusieurs
mécanismes. Nous allons voir que les mécanismes sont différents en fonction de la nature des
molécules impliquées.

1. Au sein de la barriere hématoencéphalique (BHE)
Les mécanismes de transfert des molécules au travers de la BHE suivent la courbe d’Oldendorf.
C’est une formule mathématique met en relation la capacité de transport de I'endothélium avec
les propriétés physico-chimiques des molécules a transporter. Parmi ces propriétés, on retrouve la
solubilité dans les graisses, leur masse et leur conformation dans I'espace. Au niveau de la BHE, il
existe ainsi plusieurs moyens de transport permettant la communication entre le sang et le
parenchyme cérébral. C’est ce que nous allons décrire.

1.1. Le transport médié par les lipides

Les propriétés physico-chimiques des membranes cellulaires des cellules endothéliales autorisent
passage de molécules lipophiles au travers de la BHE. En effet, les molécules qui possédent un
coefficient de partage propice a leur passage au travers de la membrane de la BHE sont
liposolubles (Clark, 2003). Le coefficient dépend du poids moléculaire, de la structure moléculaire
comme du nombre de ponts hydrogéne (inversement proportionnel au passage dans les lipides),
de leur état post-traductionnel comme le taux de sulfatation, (inversement proportionnel au
transport). Le transport des hormones stéroidiennes illustre trés bien ce mécanisme. Elles
traversent la BHE par un processus de diffusion transcellulaire non saturable. Mais toutes les
molécules ne sont pas liposolubles et nécessitent la présence de systémes intervenant dans
I'efflux des molécules entre le sang et le LCR (Miyajima et al., 2011).

1.2. Le passage médié par un transporteur

En raison de la trés faible diffusion des molécules polaires de la circulation systémique dans les
lipides, leur passage au travers de la BHE nécessite la présence de transporteurs spécifiques
(Zhang et al., 2002). Ces derniers peuvent étre exprimés sur la face luminale, abluminale des
cellules endothéliales de la BHE ou sur les deux faces. Le transport peut étre passif ou actif
(impliquant des canaux ou récepteurs, uni ou bidirectionnel. Cela donne lieu a des flux adaptatifs
de solutés polaires permettant de maintenir la concentration optimale de nutriments essentiels
dans le milieu interstitiel. Ce mode de transport a été mis en évidence en 1965 pour le D-Glucose
(Crone et al., 1965). Contrairement a la périphérie, le transporteur du glucose dans le cerveau est
GLUT1 (Glucose transporter type 1). Il transporte également le mannose, le galactose, le
deoxyglucose ou le 3-O-methyl glucose. Il existe de nombreux transporteurs dédiés aux acides
aminés neutres (LAT1), basiques (CAT1), a I'adénosine (CNT2), au lactate (MCT1) dont les
constantes d’activité et de liaison avec un ligand ont été déterminées (pour revue voire Abbott et
al., 2010 ; Kamiie et al., 2008 ; Lyck et al., 2009 ; Dahlin et al., 2009).

1.3. Le passage actif médié par un transporteur couplé a T”ATP
Méme si les propriétés physico-chimiques d’'une molécule semblent propices a la diffusion dans
les lipides (solubilité), elle ne traverse pas toujours les membranes des vaisseaux. C’est le cas pour
beaucoup de médicaments et métabolites destinés a sortir du cerveau pour étre éliminés de
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I'organisme. Ces substances sont prises en charge par une série de transporteurs présents
majoritairement sur la face luminale des vaisseaux de la BHE. lls vont pouvoir créer un flux
asymétrique de leurs substrats, du cerveau vers le sang, grace a la consommation d’énergie sous
forme d’ATP. Ces transporteurs sont regroupés sous le terme de transporteurs ABC (ATP-Binding-
Cassette). Parmi les plus connus, il y a les glycoprotéines-P (ou ABCB pour ATP-binding Cassette
subfamily B), les MRPs (Multidrug Resistance-associated Proteins) ou les BRCPs (Breast Cancer
Resistance Proteins) (Begley, 2004). Leurs activités dépendent de plusieurs paramétres tels que
I’age, I'état global de santé, I'expression de certains facteurs tels que le Vascular Endotheliar
Growth Factor (VEGF) (Zeevi et al., 2010 ; Hawkins et al., 2010). En raison de la position de ces
transporteurs, le role de ce type de transport consiste principalement a réduire la concentration de
certaines molécules liposolubles, potentiellement toxiques pour le tissu cérébral. Toutefois, des
études récentes ont pu montrer I'existence d’un transport actif bidirectionnel, coopératif qui ne se
limite pas aux cellules endothéliales (Roberts et al., 2008 ; Wolburg et al., 2009).

1.4. Le passage par transcytose

Nous avons vu précédemment que la présence de jonctions serrées au niveau de la BHE empéchait
le passage de nombreuses molécules a haut poids moléculaire afin d’éviter la pénétration d’agents
toxiques dans le parenchyme cérébral. Toutefois, certains peptides produits par les tissus
périphériques uniquement sont utilisés par les cellules du SNC. C’est le cas de I'insuline, dont le
transport vers le cerveau a été visualisé par autoradiographie dans les années 50 (Kojima et al.,
2004 ; Haugaard et al., 1954). Ces peptides ou protéines sont transportés au niveau de la BHE par
un procédé qui consiste a capturer le substrat dans la cellule pour le transporter vers sa cible
intracellulaire ou le relarguer au pole opposé de la cellule. C’est la transcytose. Il en existe 2 types
au niveau de la BHE :

- Latranscytose médiée par un récepteur : Le substrat, en se fixant sur son récepteur, initie
la formation d’une vésicule puis est internalisé sous forme d’un complexe ligand-récepteur.
Ce complexe va ensuite pouvoir circuler en intracellulaire pour atteindre sa cible ou étre
exocyté. De nombreuses protéines sont transportées par ce biais au niveau de la BHE (pour
revue, voir Abbott et al., 2010). En fonction du cas, la dissociation du complexe peut étre
réalisée durant le transit intracellulaire ou I'exocytose. C'est un mode de transport trés
sélectif et rapidement saturable.

- Latranscytose adsorptive : Ce mode de transport ne concerne que les molécules chargées
positivement comme la poly-L-Lysine, la penetratine ou la Trans-activator of Transcription
(TAT) (Hervé et al., 2008). En pharmacologie, elles sont communément utilisées en tant
que transporteurs de principes actifs. Grace a I'énergie électrostatique, le processus
d’endocytose débute au contact de la protéine avec la membrane cellulaire, chargée
négativement en conditions physiologiques. Ensuite, elles pourront suivre les mémes
étapes que le mécanisme décrit précédemment. Ce mode de transport est moins sélectif,
mais également moins rapidement saturable.

Contrairement aux cellules endothéliales présentes dans les tissus périphériques, peu de vésicules
d’endocytose sont observées dans les cellules endothéliales de la BHE (Claudio et al., 1989). Il
semble donc que le transport de molécules au travers de la BHE soit fortement régulé. Ainsi la BHE
n’est pas uniqguement une barriére, mais forme une interface trés sélective dont la composition est
hétérogéne en fonction de la zone du cerveau étudiée.

2. Au niveau de la barriére hématocérébroventriculaire (BHCV)

En plus de ces fonctions neuroprotectrices, le LCR est connu pour avoir une influence sur le
métabolisme du cerveau en maintenant I'environnement électrolytique et transportant des
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nutriments. Les plexus choroides sécrétent de nombreuses molécules actives (facteurs de
croissance, hormones, neurotransmetteurs...) qui peuvent ainsi circuler dans tout le systéme
ventriculaire. De plus, ils récupérent les produits issus du métabolisme cellulaire pour étre
éliminés. La BHCV est donc un acteur important dans la gestion de la communication entre le sang
et le cerveau. Nous allons décrire les arguments favorables a la communication au travers de la
BHCV et les mécanismes de transport impliqués.

2.1. Au niveau des plexus choroides

Si le LCR peut étre considéré comme un élément de protection mécanique du cerveau, il est
également un excellent vecteur de communication. Sa composition permet de stabiliser celle du
liquide interstitiel du parenchyme. Le LCR est majoritairement composé d’eau, mais contient
également de nombreux éléments essentiels au fonctionnement des neurones: nutriments,
vitamines, facteurs de croissance, hormones. Il a aussi une fonction épuratrice des composants
toxiques présents dans le parenchyme. Nous allons donc voir par quels moyens les plexus
choroides permettent une communication entre le sang et le LCR.

2.1.1.  Une zone propice aux échanges

C’est au niveau des plexus choroides que le sang circule a la vitesse la plus importante jamais
observée dans le systéme nerveux : environ 4 ml/g/min (Szmydynger-Chodobska et al., 1994). De
plus, I'endothélium qui forme les vaisseaux de la BHCV, présente des fenestrations et exprime
MECA32 (Ciofi et al., 2011 ; Mullier et al., 2010). Ainsi, les molécules allant jusqu’a 800 kDa
peuvent diffuser facilement jusqu'au stroma des plexus. L'expression de cette protéine est
dépendante du TGF-B, de I'angiopoietine, et du VEGF conférant aux vaisseaux choroidiens une
plasticité faisant varier la diffusion et permet le maintien de composition du LCR (Nourhaghighi et
al.,, 2003 ; Maharaj et al., 2008). Une membrane basale vasculaire et subépithéliale, composée
majoritairement de collagene de type IV sert de premier « filtre » aux grosses molécules cationiques,
mais reste trés perméable a de nombreuses molécules hydrophiles (Peress et Thompkins, 1981).
Puis I'épithélium choroidien présente, au niveau de ses pdles basal et apical, des microvillosités
augmentant ainsi la surface de contact entre le sang, leur membrane et le LCR (Keep and Jones,
1990). Enfin, pour rappel, les cellules épithéliales des plexus choroides présentent des jonctions
serrées formées de claudines de type 2 ainsi que des jonctions adhérentes rendant possible la
diffusion paracellulaire (Rosenthal et al., 2017).

2.1.2. Transport des molécules du sang vers le LCR par les plexus choroides

Le LCR étant produit majoritairement par les plexus choroides, sa composition dépend, en grande
partie, des mécanismes impliqués pour le former. La diffusion des molécules dans les cellules
épithéliales dépend, a nouveau, majoritairement des parameétres de solubilité dans les graisses.
Grace a la présence de jonctions serrées, les cellules épithéliales sont polarisées. Cette polarité
empéche la diffusion paracellulaire de petites molécules solubles, favorisant I'expression sélective
de transporteurs sur la face basale des cellules épithéliales (Spector and Johanson, 2006). Comme
décrit pour la BHE, I'entrée d’une grande partie de composés (glucose, vitamines, ions, nucléotides,
peptides...) est réalisée via un transport actif ou passif. Afin de garantir le passage des ions Na*,
K+, CI- et HCO3- vers le LCR, les pompes Na*/K* ATPase et le cotransporteur Na*/K+/2Cl- sont
exprimés au niveau du pdle apical (Johanson et al., 2002). Dans les plexus choroides, le transport
est bidirectionnel, permettant la récupération et la sortie de métabolites et autres molécules du
LCR (Brinker et al., 2014). La concentration en protéines dans le LCR est trés faible par rapport a
celle du plasma. La présence d’un gradient protéique entre les deux milieux indique que malgré la
présence de jonctions serrées plus permissives, le transport des protéines au travers de la BHCV
est lent.
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Il existe plusieurs moyens de transport pour les protéines au sein des plexus choroides : diffusion,
pinocytose et transcytose. La diffusion semble étre empruntée par de petites molécules dont la
concentration dans le CSF est inversement proportionnelle a leur masse moléculaire. La pinocytose
concerne de plus grandes molécules (Rapoport and Pettigrew, 1974). Le transport de I'albumine
ou les immunoglobulines dont le ratio « concentration LCR/concentration plasma » dépend de ces
types de transport. La capacité de transport de I'aloumine reste un indicateur de référence pour
déterminer la perméabilité des « barriéres » du SNC. (Keir and Thompson, 1986 ; Alesire et al.,
1985). La transcytose concerne les hormones polypeptides et les grosses molécules. Les
mécanismes de transcytose dans les plexus choroides sont les mémes que pour la BHE. Le
transport du fer (par le récepteur transferrine) et de 'insuline (via son récepteur spécifique) suivent
ce mode transport dans les plexus choroides. Toutefois, il existe des mécanismes de transcytose
propres aux plexus choroides. Certains composants, tels que le folate, traversent de nombreux
tissus grace a des transporteurs, mais traversent les plexus choroides grace a leur récepteur
spécifique (récepteur o au folate) (pour revue voir Strazielle and Ghersi-Egea, 2016).

2.1.3.  Production et sécrétion de protéines par les plexus choroides

En plus de transporter des protéines du plasma vers le LCR, les plexus choroides sont capables de
produire des protéines avant de les sécréter dans le LCR. En effet, il contient 80% de protéines
provenant du plasma, mais également 20% de protéines directement produites par I'épithélium
(Felgenhauer, 1974). Cela est possible grace a la forte concentration en organelles intracellulaires
dans les cellules épithéliales des plexus choroides qui permettent la synthése et la maturation des
protéines produites et accumulées (réticulum endoplasmique et appareil de Golgi) et la production
importante d’énergie sous forme d’ATP (mitochondries), nécessaire a toute cette machinerie. La
sécrétion de protéines semble provenir de protubérances membranaires au pole apical (Agnew et
al., 1980).

Enfin, I'épithélium des plexus choroides est sensible aux changements physiologiques du cerveau,
au cycle circadien ainsi qu’aux signaux provenant du SNC et de la périphérie comme I'inflammation.
Il adapte ainsi ces fonctions de transport et de sécrétion (Quinela et al., 2015 ; Szmydynger-
Chodobska et al., 2009).

2.1.4. Le flux du LCR
Un flux régulier de LCR dans le systéme ventriculaire est essentiel au développement du SNC ainsi
gu’au maintien de son équilibre métabolique. La perturbation du flux du LCR entraine de multiples
dysfonctionnements cérébraux (Johanson et al, 2008). Mais, en plus de transmettre des
informations au tissu environnant grace a des mouvements de liquide, le flux constant de LCR
permet également a la composition du LCR de rester stable. Si le flux de LCR diminue, le gradient
de concentration entre le sang et le LCR ainsi que la concentration en protéines plasmatiques dans
LCR augmente (Reiber, 1994). Plusieurs paramétres interviennent dans ce processus de mise en
mouvement du LCR. La pression hydrostatique, liée aux gradients de concentration dans les plexus
choroides et arachnoidiens permet d’avoir un flux continu et unidirectionnel du LCR (Johanson et
al., 2008). Un flux pulsatile de LCR vient s’ajouter au premier, attribuable a la combinaison des
cycles cardiaques ressentis dans les artéres cérébrales et le battement rythmique des cils présents
sur la face apicale des plexus choroides et des épendymocytes présents dans tout le systéme
ventriculaire (Banitzs et al., 2005 ; Bulat and Klarica, 2011). La fréquence de battements des cils
présents sur la partie ventrale des parois du 3V dépend de neurones a MCH dont les terminaisons
axonales viennent activer les récepteurs MCHR1 exprimés dans des cellules au contact des parois
ventriculaires. L'absence de ces récepteurs entraine 'augmentation de la taille des ventricules
certainement causée par d’un dysfonctionnement du flux de LCR (Conductier et al., 2013). L'étude
du transport du LCR au sein du 3V a permis de mettre en évidence I'existence de plusieurs flux
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indépendants permettant une mise en circulation du liquide finement régulée par un réseau de
petits motifs locaux de battements ciliaires. Ces mouvements de liquide semblent présenter des
différences selon que I'animal soit actif ou au repos (Faubel et al., 2016). Il semble donc important
de prendre en considération I’ensemble des paramétres a I'origine du flux de LCR pour mieux
appréhender la communication entre le sang, le LCR et le tissu cérébral.

Les plexus choroides forment donc une autre interface importante qui posséde un rdle de
protection et communication. La barriére formée par les plexus choroides posséde des points
communs et des différences structurels et fonctionnels avec la BHE. Son activité dépend
davantage de son intégrité que de I'expression de certaines protéines. Cette intégrité est connue
pour varier tout au long de la vie de l'individu. D’abord trés importante pour le développement du
SNC du feetus, la BHCV est trés active durant le développement. Elle reste active au cours de la vie
d’adulte, mais sa fonction protectrice diminue au cours du vieillissement, suggéré comme une faille
impliquée dans le développement des maladies neurodégénératives.

2.2. Au niveau des organes circumventriculaires
Les OCVs jouent également des rbles prépondérants dans la communication entre le sang et le
LCR. lls sont impliqués dans de nombreuses fonctions de détection des informations, ainsi que de
'envoi d’informations. Ainsi, leur perturbation peut étre impliquée dans de nombreuses
pathologies (Siso et al., 2010). De plus, les OCVs sont soumis a une forte plasticité adaptative en
réponse a un déséquilibre homéostatique (glycémie, natrémie, inflammation...).

Les OCVs «senseurs », surtout 'OVLT et le SFO, sont impliqués dans la gestion de la pression
osmotique en détectant les variations de Na*. Cette détection implique la stimulation du canal
cationique TRPV1 (Transient receptor potential vanilloid 1) entrainant I'activation des cellules
épendymogliales (Mannari et al., 2013). La natrémie peut également détectées, grace a la
présence du canal sensible au Na+ (Nax), présent sur ces mémes cellules (Hiyama et al., 2002 ;
Watanabe et al., 2006). Une fois I'information captée, un flux d’eau est absorbé par les astrocytes
de la zone, ce qui limite I'apport hydrique dans le parenchyme (Ayrus et al., 2008). De la méme
facon, le lipopolysaccharide des bactéries Gram-négatif peut étre détecté grace a la présence du
récepteur TLR4 dans les cellules épendymogliales des OCVs « senseurs ». Aprés leur stimulation, la
phosphorylation de STAT3 a été constatée, pouvant intervenir dans la synthése de I'enzyme
cyclooxygenease-2 (Charkravarty and Herkenham, 2005 ; Nakano et al., 2015).

Les OCV « sécréteurs » présentent, au sein de la zone intermédiaire, décrite précédemment, de
nombreuses terminaisons qui libérent leur contenu dans la circulation ou vers des structures
communicantes. A ce titre, les cellules des OCVs présentent de nombreuses mitochondries,
vésicules et un réticulum trés développé (Dellmann and Simpson, 1976). Les terminaisons des
neurones a ocytocine/vasopressine de la neurohypophyse sécrétent ces deux hormones dans les
capillaires de la neurohypophyse (Miyata and Hatton, 2002). Grace a I'éminence médiane, les
cellules magnocellulaires du noyau supraoptique et paraventriculaire vont activer les neurones de
la neurohypophyse. Enfin, de nombreux axones vont également relarguer, dans les vaisseaux
fenestrés, les neurohormones stimulant la sécrétion des hormones adénohypophysaires (Prevot et
al., 2018 ; Clasadonte et al., 2018).
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La BHE est un élément essentiel dans le maintien de I’homéostasie de I’'environnement cérébral
(pH, concentration en électrolytes, protection comme les pathogénes...) en évitant le contact direct
du tissu cérébral avec le sang périphérique, via la présence de jonctions serrées au niveau des
cellules endothéliales. Toutefois, ces jonctions, en compartimentant les cellules endothéliales,
permettent de tolérer le transport transcellulaire entre le sang et I'unité neurovasculaire. Ainsi, la
diffusion de certains composants plasmatiques est possible, mais reste extrémement limitée, en
termes de distance, et est trés sélective.

Les interfaces de la BHCV présentent des capillaires fenétrés et transférent la fonction de barriére
a un ensemble de cellules gliales. Ce sont ces cellules qui présentent les marqueurs de jonctions
serrées. Ces structures, plus permissives que la BHE, en contact avec le LCR et le sang, suggéerent
une communication facilitée entre le cerveau et I'environnement périphérique a ces niveaux.

Cette communication sang-cerveau est primordiale pour le contréle de multiples fonctions
neuroendocrines. La maintenir est donc crucial. Nous avons vu que les noyaux hypothalamiques
sont des éléments centraux dans la régulation de ces fonctions. La leptine agissant tout
particulierement I’hypothalamus et I'ARC, garantir 'accés aux informations dans cette zone en
particulier, constitue une étape indispensable a la genése d’une réponse appropriée. S’il existe
des vaisseaux de type BHE au sein du parenchyme hypothalamique, I'éminence médiane semble
également étre une interface tout a fait appropriée aux échanges. La derniére partie de cette
introduction permettra la description de cette structure ainsi que son implication dans la régulation
du métabolisme énergétique.
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Chapitre 4 : L'éminence médiane et les tanycytes, acteurs de

l'interface sang/hypothalamus dans la régulation du métabolisme

énergétique

L’éminence médiane fait partie des OCV « sécréteurs ». Elle est localisée au niveau du plancher
cérébral, a la base du 3¢ ventricule contenant le LCR et adjacente aux ARC droit et gauche. Elle se
situe donc a un endroit stratégique du cerveau en ce qui concerne la régulation homéostatique de
nombreuses fonctions. Contrairement a I'ARC, il n’y a pas de vaisseaux de type BHE. Cela suggere
un acces facilité aux signaux périphériques au travers de I’éminence médiane, mais également la
nécessité d’une organisation structurale toute particuliére afin d’assurer une sélectivité dans les
échanges. Au sein de I'éminence médiane, en plus de la présence de nombreux axones neuronaux
sécréteurs, une population de cellules épendymogliales réalise la jonction entre les vaisseaux et le
LCR : les tanycytes. Nous décrirons dans ce chapitre les différents éléments composant cet OCV
ainsi que la place des tanycytes dans le maintien de l'interface sang/cerveau ainsi que leur rdle
dans la régulation du métabolisme énergétique.

L. Description anatomique de l'interface sang/hypothalamus

1. La circulation sanguine de l'interface sang/hypothalamus

L’éminence médiane est une structure richement vascularisée. Le sang qui y circule provient des
artéres hypothalamiques venant former deux plexus : le plexus capillaire primaire et le plexus
capillaire secondaire. Le plexus capillaire primaire posséde une partie dite superficielle venant au
contact de la partie externe de I'éminence médiane et recevant les peptides et neurohormones
produites par les axones neuronaux sécréteurs. Mais il donne également naissance a de longues
anses capillaires pouvant entrer plus en profondeur dans I'éminence médiane (plexus capillaire
profond), voire le noyau arqué et redescendre vers le plexus superficiel. Le plexus capillaire profond
est en contact étroit avec I’épendyme de I’éminence médiane, a un flux ralenti, suggérant des
échanges entre le sang et le LCR (Talanti et Kivalo, 1961). Enfin le plexus primaire se déverse dans
le plexus capillaire secondaire pour rejoindre I'hypophyse et y permettre I'accés des facteurs
(Duvernoy et Risold, 2007).

2. Les vaisseaux de l'interface sang/hypothalamus

Caractéristiques des OCVs, les vaisseaux de I’éminence médiane n’expriment pas les protéines de
jonctions serrées. Leur paroi est plus fine et ils expriment des marqueurs de fenestrations tels que
MECA-32 chez la souris et PV-1 chez le rat (Ciofi et al., 2009 ; Ciofi et al., 2011 ; Mullier et al.,
2010). Cette caractéristique favorise I'accés de petites molécules au sein du parenchyme en
comparaison avec les vaisseaux de la BHE, faisant de I’éminence médiane la « fenétre du cerveau »
(Gross et Weindl, 1987). Le facteur de croissance vasculaire VEGF un facteur impliqué dans la
plasticité vasculaire de I'’éminence médiane car il est connu pour augmenter I'expression de MECA-
32 dans les vaisseaux de I'EM. La baisse de la glycémie lors d’'une mise a jeun de 24H entraine
une augmentation du nombre d’anses vasculaires positives a MECA32 dans I'EM et I'ARC
(Strickland et al., 2005 ; Langlet et al., 2013a).

Contrairement aux vaisseaux du plexus primaire superficiel, les vaisseaux de I’ARC ne sont pas
aussi perméables. L’injection de Bleu Evans dans la circulation périphérique montre une diffusion
du colorant dans le parenchyme de I'’éminence médiane, mais pas dans I’ARC. |l semble méme
retenu dans les vaisseaux de I'EM. Les vaisseaux de I’'ARC sont principalement de type BHE (Mullier
et al., 2010). Toutefois, certaines études indiquent que la fonction de barriére de ces vaisseaux
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serait plus faible que dans le reste de I’hypothalamus, voire que certains seraient fenestrés
(Norsted et al., 2008 ; Ciofi et al., 2011).

3. L’épendyme de l'interface sang/hypothalamus

L’observation de la morphologie des cellules qui bordent les ventricules cérébraux a permis de
montrer I'existence de plusieurs types de cellules épendymaires. La taille, la forme des cellules ou
encore la présence de cils sont autant de facteurs qui permettent leur caractérisation. Au début du
20e siécle, Sterzi s’est intéressé a la base des replis de I'EM et a constaté la présence de 2 types
de cellules épendymaires : celles qui présentent de longs processus correspondant aux tanycytes
et celles ressemblent a des cellules épendymales cubiques se trouvant majoritairement sur la
partie dorsale du 3V (Sterzi, 1909).

3.1. Les cellules épendymales cubiques

Les cellules cubiques qui bordent la partie dorsale du 3V ont une structure proche de celles bordant
les ventricules latéraux , ainsi que le 4¢ ventricule. Elles présentent des cils motiles qui, en battant
de facon coordonnée, permettent le maintien d’une bonne circulation du LCR dans le systéme
ventriculaire. En plus des cils, des protéines de surface cellulaire telles que les cadhérines sont
impliquées dans la mise en mouvement du LCR car I'altération de I'expression de ces protéines
entrainent une hydrocéphalie ou des perturbations du flux de LCR. Ces cellules possédent des
jonctions serrées, exprimant la claudine 5, ZO-1 et I'occludine (Mullier et al., 2010). Malgré le fait
que ces cellules soient connectées aux plexus choroides, elles ne forment pas une barriére étanche
(Ghersi-Egea et al., 2018). En effet, certaines grosses molécules du LCR sont capables de diffuser
et atteignent le parenchyme hypothalamique (Broadwell et Brightman et al., 1976).

3.2. Les tanycytes
En descendant ventralement le long du 3V, la morphologie les cellules qui le bordent changent

progressivement. Observées pour la premiére fois par Ramon y Cajal, les tanycytes ont été décrit
comme ressemblant a des cellules de glie radiale embryonnaire (Ramon y Cajal, 1909). En 1954,
Horstmann emploie pour la premiére fois le terme «tanycyte » (« Tanus » en grec qui veut dire
allongé) pour parler de ces cellules bipolaires présentant un pole apical rond faisant face au LCR
et un long prolongement basal dirigé vers le parenchyme cérébral (Horstmann, 1954).
Contrairement aux cellules épendymaires cubiques, les tanycytes ne présentent pas ou peu de cils.
Le flux de LCR contenu dans la partie ventrale du 3V est donc relativement calme, suggérant que
I’endroit soit propice a de multiples échanges (Kutcuoglu et al., 2007). Les observations de I'EM
en microscopie électronique ont permis de constater que les tanycytes contactaient aussi bien les
vaisseaux fenestrés de I'EM que des vaisseaux de type BHE présents dans le parenchyme ou des
neurones (Wittkowski, 1967 ; Mazzuca, 1974 ; Guldner et Wolff, 1973). Les tanycytes présentent
également des marqueurs de jonctions serrées, notamment au niveau de leur pdle apical. Ainsi,
comme décrit pour les plexus choroides, la fonction de barriére est portée par des cellules gliales.
Dans I’éminence médiane, ce sont les tanycytes qui jouent ce réle de gardien (Mullier et al., 2010 ;
Langlet et al., 2013b). Mais ces cellules ne forment pas une population cellulaire uniforme. En
fonction de leur position autour du ventricule, leur fonction, leur morphologie, le type cellulaire en
contact avec leur prolongement basal, ils ont pendant longtemps été classés en 4 groupes : les a1,
02, Bl et les B2 (Akmayev et al., 1973). Cette classification semble évoluer, grace aux nouvelles
techniques qui ont permis d’affiner les groupes. Nous allons décrire ces différents groupes.

3.2.1.  Les tanycytes de la partie dorsomédiale de 'ARC, du VMH et du DMH
Ce groupe comprend plus ou moins les tanycytes al, a2. Ces cellules, au corps cellulaire
cylindrique et a la surface membranaire lisse, sont disposées le long du ventricule et se projettent
vers les noyaux du DMH, du VMH et de la partie dorsale de I'ARC. Leurs corps cellulaires
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contiennent beaucoup d’euchromatine, un réticulum sarcoplasmique développé, accompagné
d’'un imposant complexe Golgi-Réticulum Endoplasmique-Lysosome. Ces éléments sont
étroitement associés a de multiples vésicules et mitochondries suggérant un important systéme
autorisant I'entrée et sortie de nombreuses molécules, la signalisation calcique et la biosynthése
de lipides (Rodriguez et al, 2019 ; Liu et Zhu, 2017). La membrane apicale présente des
microvillosités ainsi que 2 cils qui semblent non-motiles, qui serviraient préférentiellement a
I'augmentation de la zone de contact avec le LCR et les molécules qui le composent (Mirzadeh et
al., 2017). Le pble basal est composé de microtubules tout au long de son prolongement. La partie
terminale se sépare et se présente sous forme de poire au contact des vaisseaux présents dans le
parenchyme. Des astrocytes sont parfois présents au contact des tanycytes de cette zone mais
aucun contact avec un neurone ne semble avoir été constaté (Rodriguez et al., 2019). Ces
tanycytes ne présentent pas une organisation de type barriére linéaire. En effet, I'expression de
Z01 et de I'occludine étant assez aléatoire au niveau de 'apex peut expliquer la diffusion de
traceurs entre le LCR et ces noyaux hypothalamiques (Mullier et al., 2010).

3.2.2. Les tanycytes de la partie ventromédiane de 'ARC

Ce groupe représente les tanycytes qui servent d’interface entre le 'EM et I'ARC. lIs projettent dans
la partie la plus ventrale de I’ARC ainsi que I'infundibulum de 'EM (la partie la plus latérale). lls ont
été regroupés ensemble grace a I'expression commune de la cornifine A (SPRR1A) (Campbell et
al., 2017). Ces tanycytes possédent également une origine embryonnaire commune avec les
tanycytes précédemment décrits. En effet, ils dérivent d’une lignée cellulaire bordant le plancher
du ventricule exprimant le ligand de la signalisation Hedgehog (Shh) (Mirzadeh et al., 2017). A
nouveau, le corps cellulaire est cylindrique présentant parfois des microvillosités et un cil primaire.
lls possédent également une machinerie de transport et de sécrétion ainsi que de multiples
vésicules. Enfin, trois types de terminaisons ont été décrites grace a la microscopie électronique
(Rodriguez et al., 1979). Les jonctions serrées de ces tanycytes possédent une particularité.
L'expression de ZO1 et de I'occludine est toujours présente, mais I'organisation de la jonction
dépend du type de vaisseau auquel le pble basal contacte. Quand il s’agit d’un vaisseau de type
BHE, les jonctions sont diffuses alors qu’en contactant un vaisseau fenestré, les jonctions prennent
une structure en nid d’abeille. Cette plasticité a été constatée lors de modifications du métabolisme
énergétique (Mullier et al., 2010 ; Langlet et al., 2013b).

3.2.3. Les tanycytes de 'éminence médiane

Les tanycytes de I'éminence médiane correspondent au type B2 et forment le plancher du 3e
ventricule. lls ont un corps cellulaire plat, sans microvillosités un long prolongement vers les
vaisseaux fenestrés et la lame basale de 'éminence médiane. Contrairement aux 2 autres groupes
de tanycytes, les tanycytes de I'EM ne dérivent pas de cellules expriment Shh (Rizzoti et al., 2017).
La machinerie nécessaire a I’endocytose et I'exocytose est présente au sein des 2 pdles ainsi que
des granules de sécrétion. La clathrine et la cavéoline 1 sont également exprimées dans les
tanycytes de I'éminence médiane (Peruzzo et al., 2004). Il est donc trés probable qu’ils possédent
donc un role de sécrétion en plus de leur role structural au sein de I'EM. La présence d’un réseau
de jonctions serrées autour de chaque tanycyte est portée par I’'expression forte et uniforme de ZO-
1, de I'occluding, de la claudine 1 et de la claudine 5. Cette structure en « nid d’abeille » crée une
vraie barriére, empéchant la diffusion paracellulaire aprés I'extravasation de molécules via les
vaisseaux fenestrés. Au sein de I’éminence médiane, les tanycytes permettent de faire la jonction
entre le milieu sanguin et le LCR. La communication via des signaux peptidiques et humoraux
périphériques semble donc étre favorisée par la transcytose au travers des tanycytes (Mullier et
al., 2010 ; Langlet et al., 2013b).
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Les tanycytes sont donc des cellules qui possédent des caractéristiques différentes en fonction de
chaque groupe. Cela suggere que chacun d’entre eux peut prétendre a une fonction particuliére
relative a son emplacement. La morphologie de I'’éminence médiane augmente I'accessibilité des
signaux métaboliques périphériques du sang vers le LCR et les tanycytes servent de relai entre ces
2 milieux. Le prochain paragraphe va mettre I'accent sur le rble que peuvent jouer ces cellules
épendymogliales dans un contexte précis : la régulation du métabolisme énergétique.

il Ea () Cellules épendymaires ciliées
7 - 3V '-\ Tanycyte sans propriété de barriére
P \ O\ Tanycyte avec propriété de barriére

4 VM H = Vaisseaux fenétrés
2\ 5
7 7 l‘ <_Q_-_-f:_> Vaisseaux de la BHE
// al B Occludine + Claudine 5 + ZO1
7, I B Claudine 1
i 1 T
=) J/ /

Figure 11 : Schéma représentant I'organisation de I'interface sang/cerveau au niveau de I’hypothalamus médio-basal.
Cette région cérébrale est particuliére car elle intégre plusieurs types d’interface sang/cerveau. En effet, on y trouve tout
d’abord des vaisseaux de la barriere hématoencéphalique (BHE) dans le noyau arqué (ARC) et des vaisseaux fenétrés
dans I'’éminence médiane (EM). Les tanycytes, cellules épendymaires bordant le plancher du 3éme ventricule,
appartiennent également a 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 ’homéostasie cérébral. Les
tanycytes o (al et a2) bordent I'’ARC et le VMH et contactent des vaisseaux de la BHE : I’homéostasie cérébrale étant
assurée par ces vaisseaux, les tanycytes o n’expriment donc pas de propriétés de barriére (tiré de Mullier et al., 2010).

I1. Implication des tanycytes dans la régulation du métabolisme

4

énergetique
1. La plasticité de la BHCV de 'hypothalamus médiobasal

La perturbation de la balance énergétique altére la structure de la barriere entre le sang et
I’hypothalamus (Prevot et al., 2013). En fonction du statut nutritionnel, plusieurs modifications ont
été constatées au sein de I’éminence médiane. Cette plasticité observée suggere que les tanycytes
possédent la capacité de détecter les variations en nutriments pour induire ces changements. La
mise a jeun pendant 24H promeut une augmentation importante de la fenestration des vaisseaux
dans I’éminence médiane et du noyau arqué ventromédian (ARCvm), mais pas dans les vaisseaux
de type BHE présents dans le parenchyme hypothalamique (Langlet et al., 2013). Ces changements
sont accompagnés d’'une augmentation de I'organisation des jonctions serrées au sein des
tanycytes du ARCvm grace a I'augmentation de I'expression de la Claudine 1 dans la totalité des
tanycytes du ARCvm. Ainsi, la sortie des facteurs sanguins des vaisseaux fenétrés vers le
parenchyme est limitée. Ces modifications, au niveau des vaisseaux et des tanycytes, seraient dues
a une augmentation de I'expression du VEGF-A dans I’éminence médiane et dans les tanycytes. Ce
facteur de croissance vasculaire agirait sur les cellules endothéliales de I’éminence médiane sur
les récepteurs VEGFR1 et 2. Fonctionnellement, cette modification structurale de I'’éminence
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médiane faciliterait I'accés des molécules provenant du sang jusqu’a I’ARC. Pour exemple, aprés
24H de mise a jeun, la concentration en glucose augmente drastiquement dans I'ARC seul. Elle
passe de 0,5 mM a 2mM, sachant que la glycémie est 5mM. Cela favorise également I'accés a
I’hnormone orexigéne sécrétée par I'estomac, la ghréline, facilitant ainsi I'activation des neurones
orexigenes de I’ARC (NPY). La leptine peut également passer plus facilement. Une augmentation
du marquage pSTAT3 dans le ARCvm a été observée mais pas ARCdm. Ce dernier est éliminé si
traitement au LAN (antagoniste de la leptine), suggérant bien que 'augmentation de p-STAT3 soit
dépendante de I'activité de LepR (Langlet et al., 2013 ; Schaeffer et al., 2013).

2. Le contréle de la sécrétion neuroendocrine de TRH

La production des hormones thyroidiennes est régulée par un axe mettant en relation
I’hypothalamus, I'hypophyse et la glande thyroide : I'axe thyréotrope. L’hypothalamus posséde des
neurones capables de produire I'hormone thyréotrope (TRH). Le froid, le stress ou encore une
grossesse sont des facteurs impactant la production de TRH. Cette hormone est sécrétée au niveau
de I’éminence médiane et active les cellules thyréosensibles de I'hypophyse. Cela entraine la
production et la sécrétion hypophysaire de thyréostimuline (TSH) dans la circulation sanguine. Le
cortisol et la somatostatine sont connus pour inhiber la production de TSH. Enfin, la glande thyroide
répond a I'activation des récepteurs a la TSH en produisant la triiodothyronine (T3, forme active de
I’hormone thyroidienne) et thyroxine (T4, forme inactive de I’lhormone thyroidienne). Il est possible
de passer d’une forme a l'autre sous I'action de 3 enzymes : la deiodinase 1 (Diol) et la deiodinase
2 (Dio2) qui permettent la formation de la T3 a partir de la T4. La deiodinase 3 (Dio3) transforme
la T3 en T4. Les 2 hormones thyroidiennes sont capables d’exercer un rétrocontréle négatif sur la
production de TRH dans I'hypothalamus. De nombreux organes et tissus répondent aux hormones
thyroidiennes favorisant globalement un métabolisme de type catabolique (augmentation de la
consommation d’oxygéne, de la glycolyse, de la lipolyse...).

Il semblerait que les tanycytes jouent un rdéle important dans la régulation de I'axe thyréotrope
grace a un role dans la régulation de la sécrétion de TRH. Les pieds des tanycytes de I'éminence
médiane sont en contact direct avec les axones des neurones a TRH avant qu’ils ne le sécrétent
dans la circulation (Sanchez et al., 2009). Les tanycytes expriment également I'’enzyme permettant
la dégradation de la TRH (Trhde). Cela suggére que les tanycytes pourraient affecter la
biodisponibilité de la TRH avant sa sécrétion. De maniére intéressante, les tanycytes sont les
cellules du cerveau qui expriment le plus la Dio2 (Diano et al., 2003 ; Guadano-Ferraz et al., 1997).
De plus, ils expriment également 2 transporteurs clés de la T3 et T4 : MCT8 et le polypeptide
transporteur d’anions OATP1C1 (Roberts et al., 2008). Les tanycytes pourraient donc capturer la
T4 depuis la circulation ou le LCR afin de la convertir en T3 et induire le rétrocontrdle de la sécrétion
de TRH. En sécrétant ensuite la T3, les tanycytes de I'EM, en contact avec les neurones TRH,
pourraient influer sur leur activité (Fekete et al., 2014).

Mais la sécrétion de T3 par les tanycytes pourrait également avoir un impact direct sur la régulation
du métabolisme énergétique en jouant sur I'activité des neurones de I’ARC. La mise a jeun entraine
une augmentation de I'expression de Dio2 dans les tanycytes, leur permettant de produire et
sécréter plus de T3. Cette hormone est connue pour avoir une influence sur I'activité des neurones
NPY/AgRP en condition de jelne (Coppola et al., 2007) et I'injection de T3 dans le LCR entraine
une augmentation de la prise alimentaire (Kong et al., 2004). Une étude récente a montré que la
T3 centrale, via la modulation des neurones SF1 présents dans le VMH, a un impact sur le
métabolisme hépatique grace au nerf vague et la thermogenése du tissu adipeux brun via le
systéme sympathique (Martinez-Sanchez et al., 2017).

Enfin une étude récente a montré que l'activation du récepteur a la TRH de type 1 dans les
tanycytes entraine 'augmentation du calcium intracellulaire grace au canal calcique Gag/11. Cette
augmentation augmente la croissance des pieds tancytaires au niveau de leur contact avec les
neurones TRH ainsi que I'activité de I'enzyme Trhde. En I'absence de ce canal calcique dans les

73



tanycytes grace a |'utilisation d’un virus Dio2 dépendant exprimant la Cre recombinase, les taux
plasmatiques de TSH sont plus importants démontrant ainsi I'interaction entre les tanycytes et I'axe
thyréotrope (Muller-Fielitz et al., 2017).

3. La plasticité tanycytaire impliquée dans la saisonnalité

Chez les animaux saisonniers, la régulation du métabolisme énergétique comme la prise
alimentaire, la gestion des stocks énergétiques ou la thermogenése sont des parameétres qui
dépendent de la durée du jour ou photopériode. Les changements de quantité d’énergie lumineuse
sont percus et entrainent la synchronisation de l'activité des noyaux suprachiasmatiques. Ces
groupes de neurones sont des régulateurs internes des rythmes circadiens. L'activité maitrisée de
ces neurones entraine une sécrétion adaptée de mélatonine par la glande pinéale. Parmi les
récepteurs a la mélatonine se trouve le récepteur GPR50. Il semble étre impliqué dans la gestion
de la thermogénése, car en son absence, I'animal entre en importante hypothermie aprés un jeine
(Bechtold et al., 2012). Ces mémes animaux sont également résistants au régime gras (lvanova et
al., 2006). GPR50 est fortement exprimé dans les tanycytes de I'éminence médiane et son
expression y varie en fonction de la photopériode, I'activité de I'axe thyréotrope et la leptinémie
(Sidibe et al., 2010 ; Barrett et al., 2006 ; Betchtold et al., 2012). Cela suggére, a nouveau, que les
tanycytes sont impliqués dans la régulation du métabolisme énergétique.

La concentration plasmatique de T3 est également trés sensible aux variations de lumiére. Cela
pourrait expliquer les changements de prise alimentaire chez les animaux hibernants en fonction
des périodes de I'année. Ces variations peuvent s’expliquer par la variation photopériodique
d’expression de I'enzyme Dio2 et Dio3 dans les tanycytes (Ebling, 2015). Chez les oiseaux et les
rongeurs saisonniers, durant la photopériode longue (été), I'expression de la Dio2 augmente dans
les tanycytes entrainant une forte sécrétion de T3 dans le sang et hypothalamus, augmentant ainsi
la prise alimentaire. Au cours de la photopériode courte (hiver), I'expression de la Dio3 est
augmentée, réduisant la prise alimentaire.

4. Les tanycytes en tant gue senseurs métaboliques

Les tanycytes ont récemment été démontrés comme étant glucosenseurs et plus largement comme
étant de vrais senseurs des modifications de composition du LCR. Leur position, proche du 3V en
font des alliés de poids. La destruction des murs du 3V modifie la réponse induite dans
I’hypothalamus aprés une hypoglycémie. Cette réponse est restaurée quand ces cellules sont a
nouveau fonctionnelles (Sanders et al.,, 2004). De plus, les tanycytes expriment les protéines
impliquées dans la détection du glucose que sont GLUTZ2, la glucokinase et le canal potassique
dépendant de I'ATP (Garcia et al., 2003 ; Thomzig et al., 2005 ; Millan et al., 2010). A nouveau, il
existe une dichotomie de I'expression des différents marqueurs impliqués dans la détection du
glucose en fonction du type de tanycytes. Une étude récente a également montré que I'expression
de GLUT2 se ferait au niveau des pieds des tanycytes de I'EM et que le transport cellulaire rapide
du glucose serait dépendant de GLUT6 présent dans le cytoplasme. De plus, I'absence de ces 2
protéines entraine une réduction de la concentration en glucose dans le LCR (Martinez et al.,
2019). Ces tanycytes n’expriment pas GLUT1 contrairement aux tanycytes de I'’ARC. L'application
de glucose au niveau de ces cellules entraine une augmentation de la concentration intracellulaire
de calcium associée a une augmentation de la quantité d’ATP dans le milieu extracellulaire
(Frayling et al., 2011). Il semblerait que cela soit possible grace a une communication entre les
différents tanycytes adjacents grace a la présence d’hémidesmosomes formés par les connexines
43 qui activeraient les récepteurs purinergiques P2Y1 initiant ainsi la propagation du signal calcium
a travers les tanycytes (Orellana et al., 2012). L’ATP ainsi relargué peut fournir de I'adénosine, son
métabolite et ainsi servir de modulateur de I'activité neuronale (neurones NPY, AgRP...). Cela se
fait au travers des récepteurs purinergiques, modifiant ainsi I'activité des neurones et affectant
également le comportement alimentaire (Yang et al., 2015 ; Xu et al., 2016 ; Kittner et al., 2006).
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Les tanycytes permettraient ainsi d’informer les neurones de la concentration en métabolites
énergétiques (Dale, 2011).

Pour détecter les molécules sucrées, les tanycytes expriment également le récepteur au stimulus
sucré Tas1r2 (Benford et al., 2017). C’est un récepteur couplé aux protéines G qui détecte tant le
sucre que les édulcorants qui miment le sucré (Masuda et al., 2012). L'application de contenus
sucrés au plus prés des tanycytes de I’ARC induit une vague calcique dans ces cellules (Benford et
al.,, 2017). Le mécanisme de propagation du signal calcique nécessite a nouveau le relargage de
I’ATP par les tanycytes et I'activation des récepteurs purinergiques P2Y1 (Frayling et al., 2011). Ces
différents mécanismes peuvent fonctionner en collaboration au sein de la population de tanycytes.
En effet, les animaux KO Tas1r2 montrent une glucosensitivité tanycytaire plus faible que les
animaux WT, mais elle n’est pas abolie.

Toutefois il est également possible que les neurones puissent sentir le glucose directement et que
I'environnement paracrine (ATP, lactate et autres facteurs) puisse influer sur cette détection. Ces
résultats suggéreraient toutefois une réelle interaction neurone-glie permettant la régulation du
métabolisme énergétique. D’autres métabolites du glucose comme le lactate peuvent étre
relargués par les tanycytes et agir sur les récepteurs membranaires présents dans le parenchyme
(Tang et al., 2014) ou entrer directement dans les neurones pour étre utilisés en tant que carburant
(Clasadonte et al.,, 2017). En effet, les tanycytes expriment les transporteurs au monocarboxylate
(MCT) 1 et 4 permettant les efflux de lactate. Le KO MC1 ou de la glucokinase sélectivement dans
les tanycytes entraine une augmentation de la prise alimentaire et une prise de poids (Elizondo-
Vega et al., 2015 ; Uranga et al., 2017). De I'autre c6té, les neurones AgRP ou NPY expriment les
MCT2 ce qui permet I'’entrée du lactate dans ces neurones. Il est donc probable que les tanycytes
et les neurones communiquent pour réguler la balance énergétique.

Il reste toutefois beaucoup d’éléments a élucider pour pouvoir connaitre les mécanismes impliqués
(I'utilisation du lactate, ATP en tant que gliotransmetteurs). En plus de la détection du glucose, les
tanycytes semblent également étre impliqués dans la détection des concentrations en
monoamines (Lazutkaite et al., 2017) et en acides gras (Hofmann et al., 2017). Sur ce dernier
point, une étude récente montre que le facteur de croissance fibroblastique 21 (FGF21), considéré
comme un signal de stress énergétique, dont I'expression est augmentée lors de la mise a jeun
dans le foie, le tissu adipeux blanc et brun, est produit et sécrété par les tanycytes. Quand I'animal
est privé de nourriture pendant 24H la présence d’acides gras libres comme le palmitate dans le
sang augmente. Cela est associé a I'augmentation de I’'expression de Fgf21 dans les tanycytes.
Les auteurs ont proposé qu’a la détection du palmitate, les tanycytes activeraient la production de
FGF21. Ce facteur passerait dans le LCR, et pourrait impacter la dépense énergétique via
I'inhibition de certains neurones hypothalamiques comme les neurones a GnRH, a angiotensine-
vasopressine ou a TRH (Geller et al., 2019).

5. Les tanycytes, cellules progénitrices neurales

Il est a présent démontré qu’en plus de la zone sous-ventriculaire du ventricule latéral (SVZ) et
sous-granulaire du gyrus denté de I'’hippocampe (SGZ), I'hypothalamus est une zone sujette a la
neurogenése a I'age adulte. L’inhibition dans I'exécution de cette fonction entraine des
perturbations dans le contréle central de la balance énergétique. Cela a été constaté en condition
physiologique ou aprés altération du métabolisme de base comme lors d’un régime gras (Djogo et
al.,, 2016 ; Lee et al., 2012 ; Li et al., 2012 ; Li et al., 2014 ; Kokoeva et al., 2005 ; Gouazé et al.,
2013 ; Lee et al.,, 2014). Ainsi, bloquer la prolifération, la survie et la neurogenése des cellules
exprimant le marqueur de prolifération SRY-related HMG-box gene 2 (Sox2) dans I’hypothalamus
médiobasal favoriserait I'apparition de troubles métaboliques a long terme (Li et al.,, 2012 ; Li et
al., 2014). De méme, empécher les cellules exprimant le protéoglycane NG2, présentes dans
I’éminence médiane, de se diviser entraine une prise de poids significative (Djogo et al., 2016). De
plus, les neurones issus de la neurogenése tanycytaire, colonisant I'’ARC, répondent au signal
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métabolique leptine via la phosphorylation de STAT3 (Haan et al., 2013). Chez I'Homme, quatre
zones de I’hypothalamus ont été décrites comme étant des niches de cellules souches grace a la
colocalisation de certains marqueurs cellulaires avec les marqueurs de progéniteurs : un ruban de
cellules étoilées bordant le 3V, une population de cellules étoilées dans le noyau
suprachiasmatique mais également les cellules épendymaires et les tanycytes. Ces deux derniéres
populations sont d’ailleurs les seules retrouvées chez le rongeur et le primate non humain
(Pellegrino et al., 2018). Il semblerait donc que les tanycytes forment une population de cellules
souches non négligeable. S’il n’existe actuellement pas de techniques permettant d’intervenir
spécifiguement sur une population spécifique de tanycytes, plusieurs études ont pu montrer qu’ils
expriment un certain nombre de marqueurs de cellules souches ou progéniteurs dans de
nombreuses espéces (voir tableau ci-dessous). lls expriment également des génes que l'on
retrouve dans les cellules progénitrices hypothalamiques, des marqueurs exprimés dans la SVZ et
SGZ (voir tableau ci-dessous). Tout comme les cellules souches, les tanycytes possédent également
des capacités de prolifération lentes, typiques, de renouvellement de leur population (notamment
les tanycytes dorsaux), de production de neurones et de cellules de type astrocyte in vivo (Haan et
al., 2013 ; Robins et al., 2013 ; Chaker et al.,, 2016). Puisque tous les tanycytes expriment la
protéine Nestine, il a été démontré qu’a I'dge adulte, les tanycytes donnaient naissance
préférentiellement a des neurones puis des cellules gliales colonisant une grande partie des
noyaux hypothalamiques (Chaker et al., 2016). Toutefois, s’il existe plusieurs groupes de tanycytes
différents, ils présentent également de maniére différente les marqueurs et fonctions des cellules
souches. Les tanycytes B seraient préférentiellement des cellules progénitrices. lls expriment un
marqueur de progéniteurs neuronaux, la doublecortine et sont capables de répondre au facteur de
croissance fibroblastique 10 (FGF10) en produisant des neurones, mais pas de cellules gliales
dans I'ARC, le VMH (Haan et al.,, 2013 ; Saaltink et al., 2012). Les tanycytes o peuvent renouveler
leur pool, donneraient plus de cellules gliales que de neurones qui colonisent I’ARC et le VMH et
seraient plutdét des cellules souches (Xu et al., 2005 ; Robbins et al., 2013). L'activité de
neurogenése des tanycytes hypothalamiques semble varier en fonction de I'environnement. En
effet, la photopériode semble I'influer, impliquant potentiellement I'axe thyréotrope. Il est donc
possible que ce phénoméne puisse permettre a I'animal saisonnier d’adapter son métabolisme
énergétique en fonction du cycle de reproduction (Batailler et al., 2016).

Marqueurs Références
Cellules souches ou e Nestine Chez la souris : Robbins et al., 2013 ;
progéniteurs e Vimentine Haan et al., 2013
e Sox2 Chez le rat: Perez-Martin et al.,, 2010 ;
e Protéine de liaison | Berger et Hediger, 2010 ; Xu et al., 2005
aux lipides du | Chez le hamster sibérien : Barrett et al.,
cerveau (BLBP) 2006 ; Bolborea et al., 2011 ; Nilaweera
e Transporteur au | etal.,, 2011 ; Lee et al., 1995
glutamate/Aspartate | chez la gerbille mongole : Redecker,
(GLAST) 1989
e Musashi-1 Chez le mouton : Batailler et al., 2014
e Protéine acide | Chez le primate non humain : Meisseter
fibrillaire gliale | et al., 1988 ; Pellegrino et al., 2018
(GFAP) Chez 'Homme : Pellegrino et al., 2018 ;
Baroncini et al., 2007 ; Koopman et al.,
2017
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Retrouvés dans les e Notch1 Chen et al., 2017 ; Lee et al., 1995;

cellules  progénitrices e Notch2 Salvatierra et al., 2014
hypothalamiques e Hes5

e Lhx2

e Rax Rax : Campbell et al., 2017 ; Mirzadeh et

al., 2017 ; Lee et al., 2012 ; Salvatierra et
al., 2014 ; Maranda-Angulo et al., 2014
Exprimés dans la SVZ et e UGS148 Ma et al., 2015 ; Jourdon et al., 2016
SGZ e Prss56

Tableau résumant les différents marqueurs détectés dans les tanycytes permettant de suggérer leur réle en tant que
cellules neurogéniques.

6. Les tanycytes en tant que transporteurs des hormones : accent sur la leptine

Si les modifications nutritionnelles sont maintenant connues pour induire des changements
structuraux de la barriére de I'éminence médiane, influant I'accés des hormones aux neurones de
I’ARCvm, il reste encore beaucoup de zones floues quant a la compréhension de I'accés aux
hormones notamment pour la leptine. Le transport de la leptine jusqu’a I'hypothalamus est
actuellement toujours sujet a discussion et plusieurs hypothéses sont émises.

La présence des LepRb dans I’hypothalamus associée a la détection de I'hormone dans le LCR
suggerent que la leptine périphérique est transportée du sang vers ses cibles et que la BHCV peut
étre impliquée dans ce processus (Caron et al.,, 2010 ; Hagan et al., 1999). De plus, dans une
majorité de concentrations plasmatiques physiologiques de leptine, cette derniére est corrélée
avec la concentration en leptine dans le LCR. Toutefois, dans le cas de I'obésité, la concentration
en leptine dans le LCR stagne malgré une leptinémie importante (Caro et al., 1996 ; Schwartz et
al., 1996 ; Chmielewski et al., 2019). En raison de sa taille (16KDa), la leptine est incapable d’étre
transportée par diffusion. Il semblerait donc que le transport de la leptine vers le LCR suive un
modéle de transport de type saturable, nécessitant un récepteur (Banks, 2004). Le transport
transcellulaire de la leptine impliquerait la forme courte du LepR, mais la mégaline semble
également étre un bon candidat (Kastin et al., 1999 ; Dietrich et al., 2008). L’injection périphérique
de leptine radiomarquée a permis de constater que les plexus choroides, I’ARC et I'EM sont les
zones ou la leptine est la plus présente (Banks et al., 1996). La forte expression de LepRa dans les
plexus choroides a suggéré que c’est a ce niveau que le transport de la leptine était majoritaire
(Burguera et al., 2000 ; Merino et al., 2006 ; Banks, 2019). Cependant, une étude récente a
montré que la diminution d’expression des LepR dans les cellules épithéliales des plexus choroides
et dans les cellules endothéliales diminue la capture de la leptine et augmente la prise de poids
mais sans impacter I’'homéostasie énergétique. Les animaux seraient plus gros en raison d’une
sensibilité accrue a la récompense (Di Spieizo et al., 2018). La neutralisation de la leptine dans le
LCR via I'utilisation d’un anticorps neutralisant entraine la diminution du signal P-STAT3 dans le
ARCdm, le VMH et le DMH indiguant que la leptine peut atteindre ces zones via le LCR (Balland et
al., 2014). La configuration des tanycytes dans I'’éminence médiane et leur capacité de transcytose
justifie I'intérét porté a ces cellules dans le transport des hormones vers le LCR et I’hypothalamus
(Mullier et al., 2010 ; Perruzo, 2004 ; Nakai Yannk, 1975). De plus, il a été démontré que la leptine
injectée en périphérie active les neurones de I'hypothalamus en suivant une cinétique
chronologique partant du ARCvm et remontant progressivement vers les noyaux plus dorsaux
(Faouzi et al., 2007). Une étude du laboratoire a montré que rapidement aprés administration, les
tanycytes de I'’éminence médiane sont activés (pSTAT3) par la leptine indiquant qu’ils soient
capables de sentir I'information. Le marquage est visible au niveau des processus en contact avec
les vaisseaux de la surface piale de I'éminence médiane ainsi qu’au pdle apical des tanycytes au
contact du LCR (Balland et al., 2014). L'utilisation de la leptine fluorescente a pu montrer que la
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leptine présente dans la circulation pouvait atteindre le cerveau au travers des vaisseaux fenestrés
puis était capturée par les tanycytes (Balland et al., 2014). Ce processus semble dépendre des
LepR, car I'injection d’une leptine mutée, capable de se fixer sur les récepteurs sans induire leurs
activités (LAN) ne semble pas captée par les tanycytes et n’entre pas dans I'EM. L’internalisation
de la leptine dans les tanycytes se fait via des vésicules de clathrine au pdle basal des tanycytes
traversant la cellule vers le pble apical (Peruzzo et al., 2004 ; Balland et al., 2014). La leptine est
ensuite relarguée dans le LCR via un mécanisme exocytotique dépendant de I'activation de la voie
de signalisation ERK (Balland et al., 2014). Une fois dans ce compartiment liquide, la leptine est
capable d’atteindre ces neurones cibles dans I'hypothalamus ainsi que les structures supérieures
via le flux de LCR dans le systéme ventriculaire (Faouzi et al., 2007 ; Balland et al., 2014). Il est
ainsi envisageable que la leptine aprés avoir atteint le LCR, pourrait atteindre librement le dmARC,
le VMH et le DMH grace a la diffusion paracellulaire.

En plus de la leptine, les tanycytes semblent également transporter d’autres hormones comme la
ghréline (Collden et al., 2014). Ces derniéres années, un intérét pour le transport tanycytaire
d’autres signaux métaboliques comme le GLP1 s’est développé. Cette molécule pourrait étre
utilisée en complément chez des patients atteints d’obésité et de diabéte de type 2. Le transport
du GLP1 demanderait I'activation du récepteur a l'interleukine 6, présent dans les tanycytes
(Anesten et al., 2017). L’inactivation de ce dernier dans les tanycytes diminue le transport de
certains analogues du GLP1 (Shirazi et al.,, 2013). Il semblerait également que les tanycytes
puissent transporter les hormones stéroides comme les cestrogénes, ayant un effet an orexigéne,
afin d’atteindre ses neurones cibles (Kumar et Knowles, 1967 ; Langub et Watson, 1992).

Leptine fluorescente Ghréline fluorescente

Figure 12 : Photographies montrant I'internalisation de la leptine et la ghréline 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 : 3e ventricule.
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7. Les tanycytes et résistance a la leptine

Nous avons vu précédemment que la résistance a la leptine était un des principaux facteurs
associés a I'obésité et au diabéte. Parmi les causes les plus précoces de ce phénomeéne se trouve
étre la diminution du transport de cette hormone vers ses zones cibles. La souris, placée sous
régime gras est un modéle reconnu pour permettre I'’étude du développement de I'obésité (Souris
DIO) ainsi que I'étude de la cinétique de résistance a la leptine. Ce second point est régulierement
exploité dans les études métaboliques comme des points clés dans la compréhension du
phénotype observé dans I'étude. Toutefois, dans la littérature, il existe beaucoup de variabilités
dans I'échelle temporelle en fonction de la nourriture utilisée, la souche de souris et les conditions
d’hébergement. Ce qui est établi, chez la souris, comme chez ’'Homme, c’est que la résistance a
la leptine est un phénomeéne qui se décompose en 2 parties :

La résistance a la leptine périphérique : correspondant a I’étape durant laquelle le signal leptine
n’est plus véhiculé de maniére suffisante jusqu’aux neurones cibles pour permettre la production
d’une réponse physiologique. L’effet anorexigene de la leptine est diminué, voire absent aprés une
injection périphérique de leptine (3mg/kg) alors que l'injection ICV de leptine (2ug/animal)
conservera son effet sur la prise alimentaire. Il semble qu’aprés huit semaines de régime gras (60%
de graisse), le transport de la leptine au cerveau semble altéré, perturbant la sensibilité du cerveau
a la leptine périphérique (Van-Heek et al., 1997 ; El-Haschimi et al., 2000).

La résistance a la leptine centrale : le signal leptine n’est plus percu dans les centres neuronaux.
Dans ce cas, I'injection de leptine en ICV n’a plus d’effet non plus. Aprés 15 semaines de régime
gras (60% de graisse), les souris deviendraient complétement résistantes a la leptine (Enriori et al.,
2007).

De précédents travaux, menés au sein du laboratoire, ont montré que l'application de huit
semaines de régime gras (60% de graisse), chez des souris C57BI6/J entraine la diminution de
I’acces de la leptine jusqu’a I’nypothalamus médiobasal, mais pas au niveau de I'EM. De plus, chez
ces animaux, linjection IP de leptine (3mg/kg) n’entraine pas d’augmentation de la
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phosphorylation de STAT3 dans les tanycytes I’'EM, pourtant présente chez les souris du méme age
en régime normal. En raison de leur présence au contact des vaisseaux fenestrés ainsi que du LCR
du 3V, il semblerait que les tanycytes soient les premiéres cellules du cerveau a devenir résistantes
a la leptine. De maniére intéressante, les jeunes souris db/db (n'étant pas encore obéses)
présentent un défaut de transport de la leptine, dans les tanycytes, comme les souris en régime
gras depuis huit semaines. Cela suggére que le LepRb est impliqué dans les mécanismes de
transport de la leptine au travers des tanycytes. Le traitement aigu de ces animaux a I'lEGF entraine
la phosphorylation de ERK dans les tanycytes et le rétablissement du transport de la leptine jusqu’a
I’hypothalamus médio-basal. En injection IP chronique, I'lEGF est méme capable d’accélérer la perte
de poids stimulée par le retour a un régime normal en comparaison au traitement véhicule (Balland
et al., 2014). Il semblerait donc que les tanycytes puissent étre des cibles thérapeutiques
permettant I'amélioration du transport de la leptine périphérique vers I’hypothalamus médiobasal,
lieu principal de son activité centrale.

Ces travaux récents mettent en lumiére I'importance d’une population hétérogéne de cellules
gliales dans la bonne régulation de mécanismes complexes et dans le maintien d’une structure
extrémement sensible a son environnement. Une meilleure compréhension des mécanismes
impliqués dans la plasticité de I'éminence médiane et le transport tanycytaire des hormones
métaboliques périphériques telles que la leptine permettrait d’évaluer les possibilités
d’amélioration lors de cas pathologiques comme I’obésité ou le diabéte de type 2.

80



Objectifs

Au cours de ma thése, je me suis intéressée aux mécanismes impliqués dans le transport de la
leptine au travers des cellules gliales qui bordent le troisiéme ventricule : les tanycytes. Ces cellules
étant localisées dans une structure cérébrale dont la plasticité dépend notamment du statut
énergétique, je me suis également intéressée aux facteurs pouvant perturber sa mise en place

(Etude 1).
Concernant le transport tanycytaire, mon travail de thése a compris deux grands axes d’étude :

- Déterminer avec précision si les tanycytes exprimaient les récepteurs a la leptine et évaluer
leur éventuelle importance dans le transport de la leptine et la physiologie du métabolisme
chez la souris (Etude 2). Prenant a l'appui ces résultats, j'ai également travaillé en
collaboration avec I'’équipe du Dr. Jean Denis Troadec (Marseille) afin de comprendre
comment la molécule synthétique, dérivée de I'ocadécapeptide ou ODN (OP) joue son role
sur le métabolisme énergétique (Etude 3)

- Améliorer les connaissances sur les mécanismes intracellulaires impliqués dans le
transport intratanycytaire de la leptine et son relargage dans le LCR. Ces résultats vont étre
présentés et commentés en résultats supplémentaires.
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Etude 1 : Impact de I'obésité maternel sur le développement de la

structure de 'éminence médiane

I. Introduction

De multiples travaux ont démontré la place de I'ARC dans la régulation du métabolisme
énergétique. Ce groupe de neurones est capable de détecter plusieurs signaux centraux et
périphériques dans le but produire et transmettre une réponse, en adéquation avec la situation,
afin de maintenir un équilibre énergétique (homéostasie Langlet et al., 2013 ; Dietrich and Horvath,
1999 ; ElImquist et al., 1999). Toutefois, il est impératif que ces neurones puissent avoir acces a
ces signaux. Cette communication est indispensable en condition physiologique et elle est
perturbée lors de dysrégulations du statut énergétique (obésité, diabéte de type 2...). L’ARC peut
alors devenir résistant a ces signaux provenant de la circulation (Enriori et al, 2007).

L'accés aux molécules est limité grace a la fonction de barriére des vaisseaux de la barriére
hématoencéphalique (BHE) et celle des cellules épendymogliales de la barriére
hématocérébroventriculaire (BHCV). Les jonctions serrées, présentes au niveau des cellules
endothéliales ou épendymogliales, sont les marqueurs clés de I'état de cette fonction. Elles
préviennent la diffusion paracellulaire des éléments provenant du sang (Ben Zvi et al., 2014 ;
Reese and Karnovsky, 1967 ; Siegenthaler et al., 2013). Pour ce qui est du transport, plusieurs
éléments y contribuent : transporteurs (Banks et al., 1996 ; Norsted et al., 2008), fenestrations
(Aird, 2007), mécanismes de transcytose (Tuma and Hubbard, 2003). Les jonctions serrées
matures entre les cellules endothéliales se forment durant la gestation, chez le rongeur et 'Homme
(Ben Zvi et al., 2014 ; Braniste et al., 2014 ; Nico et al., 1999 ; Olson et al., 1968 ; Anstrom et al.,
2007 ; Virgintino et al., 2004). De la méme facon, les cellules endothéliales présentent des
fenestrations au cours de la vie embryonnaire. Ces fenestrations diminuent au cours de la gestation
pour disparaitre sur la quasi-totalité des vaisseaux cérébraux, a I'exception de certaines régions du
cerveau appelées OCVs comme I'EM (Morita et al., 2016). Si plusieurs hypothéses existent
concernant le ou les moyens empruntés par les signaux pour atteindre leurs cibles neuronales dans
le ARC et I'EM, en raison de sa proximité avec les neurones, représente un site d’étude intéressant
pour la compréhension des mécanismes de communication entre la périphérie et I'hypothalamus.
De plus, des études ont montré que cette zone présentait une plasticité en réponse aux signaux
métaboliques (Langlet et al., 2013) et que les cellules gliales portant la fonction de barriére de
I’éminence médiane (les tanycytes), pouvaient transporter la leptine et la ghréline par transcytose
(Balland et al., 2014 ; Collden et al., 2015)

Les maladies métaboliques peuvent se développer au cours de la vie mais également a des temps
trés précoces. En raison du contact physique entre la mére et son enfant durant la gestation, il est
crédible de penser que I'environnement maternel peut avoir un impact sur sa progéniture. Des
études conduites chez ’'Homme comme chez plusieurs modéles animaux ont, d’ailleurs, montré
que I'obésité durant la grossesse était un facteur de risque pour le développement de I'obésité
chez I'enfant au cours de sa vie (Yogev et al., 2009 ; Guo et al., 1995). De plus, il a été démontré
que les perturbations dans le développement des réseaux neuronaux impliqués dans la régulation
du métabolisme énergétique pouvaient affecter la vie future de I'individu (Collden et al., 2015 ;
Bouret et al., 2008 ; Sterculorum et al., 2015).

Ainsi, Kim et ses collaborateurs ont testé, en 2016, I’'hypothése selon laquelle I'obésité maternelle
durant la grossesse pouvait altérer le développement de la fonction de barriére chez le faetus (Kim
et al., 2016). Nous avons commenté cette étude dans un article publié en 2016 dans News and
Views.
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II. Résultats

Maternal programing of blood-brain exchanges in the arcuate
nucleus of the hypothalamus
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Growing evidence supports a link between maternal nutrition and obesity in offspring.
Epidemiological data have indeed suggested that excess nutrition and growth during pre- and/or
post-natal life render the individuals prone to develop obesity and related diseases later in life (1).
Such environmental influences during critical periods of development are even thought to be more
important than genetic factors in the etiology of metabolic diseases (2). A report in this issue of
Endocrinology (3) shows that maternal obesity alters the organization of the blood-brain-barrier
(BBB) and its permeability in the arcuate nucleus of the hypothalamus (ARH) in newborns. Hence,
this study highlights the importance of neonatal environment in the installment of the dialogue that
is set in motion between the periphery and ARH neurons to control both their development and
function during postnatal life.

Many aspects of energy balance and metabolism are controlled by a select population of
hypothalamic neurons that reside in the ARH (1,4), which lies at the floor of the third cerebral
ventricle, immediately above the median eminence (See Figure 1B). The median eminence is one
of the seven so-called circum-ventricular organs. This structure characteristically contains a rich
capillary plexus, which features a fenestrated endothelium, making it a direct target of blood-borne
molecules (5,6). The median eminence also contains highly specialized ependymoglial cells called
tanycytes, which line the floor of the third ventricle and form a barrier between the blood and the
cerebrospinal fluid (CSF) to protect the brain against blood-borne molecules extravasating from the
fenestrated vessels (7,8) and use active transport mechanisms to shuttle circulating metabolic
signals into the brain (9,10). Although, most ARH neurons lie behind the BBB, recent studies
showed that fenestrated capillaries permit enhanced access of circulating factors to the region of
the ARH that adjoins the median eminence and that this process is regulated by nutritional status
(6,8). Indeed, while capillary fenestrations in median eminence microvessel loops reaching the ARH
(11) are restricted to the median eminence in fed animals, fasting promotes the fenestration of the
branches that reach into the mediobasal ARH and that otherwise harbor BBB properties. These

changes in median eminence vessel permeability have been shown to be reversible and to involve
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tanycytic-dependent processes (6,8).

Despite these recent advances in the understanding of the anatomy of the blood-hypothalamic
barrier and insights into the molecular mechanism underlying its functional plasticity, little is known
about the development of this blood-brain interface regulating the access of peripheral metabolic
signals to the ARH. The study by Kim et al. (3) in the current issue of Endocrinology examines the
structure and the permeability of the BBB in the ARH at birth in pups born to overweight dams fed
on a 45% high-fat diet during gestation in comparison to mice produced by normal-weight mothers
fed on chow. The authors found that permeability of ARH vessels to the intraperitoneally-injected
Evans Blue dye was increased in newborns of obese dams. In control pups, Evans blue diffusion
was restricted to the vascular bed of hypothalamic BBB microvessels and the median eminence,
and did not spread to neighboring structures such as the ARH. In contrast, the dye was observed in
the ventromedial ARH in pups from obese mothers. The increased extravasation of Evans blue dye
in the ARH was associated with an increased density of ARH vessels exhibiting immunoreactivity
for MECA-32, which labels fenestral diaphragms of median eminence endothelial cells (5,7).
Interestingly, using a tomato-labeled lectin that binds to both BBB and fenestrated hypothalamic
vessels, the authors convincingly showed that the total number of blood vessels irrigating the ARH
did not change between groups; maternal obesity only increased the proportion of ARH vessels
exhibiting MECA-32-immunoreactivity. These changes in ARH vessel permeability were not seen to
be associated with any apparent change in the density of ZOl-immunoreactive tight junction
complexes in the ARH. This stands in contrast to previous findings showing that any increase in the
permeability of the median eminence vessels reaching the ARH is usually associated with an
increased organization of tight junction complexes in the ARH tanycytes contacting these
fenestrated vessels via their endfeet (8). This discrepancy may originate from the fact that, in their
densitometric analysis, the authors did not discriminate the signal arising from BBB vessels from
the one delineating the tanycytic barrier. However, putative strengthening of the tanycytic blood-
CSF barrier in newborn offspring of obese dams is suggested by the increase in the expression of
the transcript coding the tanycyte-specific tight junction protein Claudin 1 at birth, when compared
to pups born to lean dams (7).

Like most new and exciting observations, the current study prompts many additional questions.
For example, how do changes in maternal homeostatic status alter the blood-brain interface in the
ARH at birth in offspring? Although epigenetic modifications impacting the unfolding of the
developmental program during embryogenesis might be at stake, one could speculate that the
increase in the accessibility of ARH neuron to peripheral signals at birth could not only be due to
putative detrimental consequences of maternal obesity during pregnancy, but also to a naturally
occurring phenomenon that would be analogous to the one seen in adult animals during the
adaptive response to fasting (8). Obesity and type 2 diabetes during pregnancy have indeed been

shown to be associated with transient hypoglycemia at birth both in humans and rodents (12-14)
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and dips in blood glucose levels have been suggested to trigger the release by tanycytes of vascular
endothelial growth factor A (VEGF-A) (8), which is the main growth factor known to promote
endothelial cell fenestrations (15). We next could ask what is the impact of boosting direct blood-
borne metabolic sighal access to ARH neurons at birth in the long-term: does this predispose the
animals to develop central metabolic hormone resistance during early postnatal development -
leptin, insulin and ghrelin being known to play key roles in the development of ARH neuronal circuits
(16-18) and/or metabolic disorders later in life? And finally, could deleterious effects of maternal
obesity be rescued by acutely preventing fenestration of the median eminence capillary branches
reaching the ARH at birth? Answering all these questions may lead to innovative new strategies to

stem the tide of the pandemic of childhood obesity and the onset of type 2 diabetes.

;
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Figure 1. Schematic diagram illustrating structural differences between the median eminence (ME) and ARH
at birth in pups born to dams fed standard chow or a high-fat diet during pregnancy.

(A) A Nissl-stained coronal section of the brain in which the mediobasal hypothalamus is delineated by a red
box.

(B-C) The ARH lies lateral to the third ventricle (3V) and immediately dorsolateral to the ME. B, At birth, in
mice born to lean dams, the fenestrated blood vessels of the ME permit the local diffusion of macromolecules
from the circulation (light blue stain), whereas vessels in the ARH proper exhibit blood-brain properties that
block this diffusion (3). Hence, circulating metabolic signals require BBB transport to access ARH neurons,
including transport via the tanycytes (9, 10). Under these conditions, tight junctions (green) between
tanycytes lining the ventral wall of the ME prevent the diffusion of circulating factors into the 3V and CSF. C,
At birth, in mice born to overweight dams given a high-fat diet during pregnancy (mHFD), ME vessels extending
into the ARH become fenestrated, enabling the freer diffusion of circulating signals to the ventromedial ARH
(3). Whether this phenomenon is accompanied by the extension of the tanycytic tight junction barrier dorsally
along the 3V, as shown in adult mice subjected to 24-hour fasting (8), remains to be explored (green question
mark). Because real-time PCR analyses from microdissected ARH show increases in the expression of
transcripts for several transcytotic transporters (LRP1 and dysferlin), the authors speculate that maternal
obesity may result in an increase in active transcellular transport in the ARH of offspring brain (question mark)
(3). The authors also show, using immunolabeling for vimentin, that the processes of ARH tanycytes in pups
born to obese dams may be shorter than in control pups, a phenomenon reminiscent of that seen in seasona

species during winter (short photoperiod).
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Etude 2 : Le role des récepteurs a la leptine (LepR) dans le

transport tanycytaire de la leptine

I. Introduction

Selon I'OMS, I'obésité est définie par une accumulation anormale ou excessive de graisse
corporelle pouvant nuire a la santé de I'individu. Touchant plus de 13% de la population mondiale,
I'obésité est une maladie multifactorielle, considérée comme une des principales causes de décés
dans le monde. La source principale de I'obésité et du surpoids est un déséquilibre énergétique
entre la quantité de calories ingérée et dépensée. Elle représente un facteur de risque important
pour le développement de maladies cardiovasculaires, de diabéte ou méme de certains cancers.
Le diabéte de type 2 (DT2) est également une maladie multifactorielle qui n’affecte pas moins de
9% de la population mondiale (Swinburn et al., 2019). Toutefois, les caractéristiques du diabéte
varient a travers le monde. En Asie, par exemple, le DT2 se développe plus rapidement, chez des
individus plus jeunes et présentant un IMC plus bas que celui de la majorité des autres patients
venant d’ailleurs (Yoon et al., 2006). De plus, de nombreuses études, portant sur la population
asiatique, suggerent que la diminution de la fonction des cellules 3 pancréatiques, la production
d’insuline, est cruciale pour le développement des diabétes. Ces travaux ont également montré
que la perte de sensibilité a I'insuline, c’est-a-dire la capacité de moduler la glycémie en réponse a
I'insuline circulante, apparait étre un prérequis pour induire le diabéte dans la plupart des pays
d’Occident dont I’Europe (Ohn et al., 2016; Yoon et al., 2006).

La leptine, est une hormone peptidique de 16 kDa produit majoritairement par les adipocytes.
Parmi ces nombreuses fonctions, ¢’est un signal afférent, provenant de la périphérie, impliqué dans
une boucle de rétrocontrdle négatif central régulant la prise alimentaire et la balance énergétique
(Ahima and Flier, 2000; Caron et al., 2018; Cohen et al., 2001b; de Luca et al., 2005; Friedman,
2019; Pan and Myers, 2018). La leptine, au sein du cerveau, permet également la régulation
I’hnoméostasie du glucose (Coppari et al., 2005; Kamohara et al., 1997) ou encore celle des flux de
substrats (Buettner et al., 2008; Buettner et al., 2006) grace a I'activation des récepteurs a la
leptine (LepR) centraux. Les mécanismes impliqués dans le transport de la leptine jusqu’a ses sites
d’action au sein du systéme nerveux central restent actuellement inconnus. Toutefois, plusieurs
études ont montré que I'EM, une structure présente dans I’hypothalamus médiobasal, a proximité
de I'ARC, serait la porte d’entrée pour que la leptine atteigne le cerveau métabolique (Banks, 2019;
Garcia-Caceres et al., 2019; Prevot et al., 2018).

L’EM est un OCV, fenétre entre le cerveau et la périphérie qui permet aux signaux circulants comme
les hormones métaboliques, d’entrer dans le cerveau par diffusion passive a travers des vaisseaux
fenestrés du systéme porte hypophysaire (Ciofi et al., 2009; Schaeffer et al., 2013). En plus des
neurones de I’ARC qui résident en dehors de la BHE, il existe, au sein du vmARC, des neurones qui
projettent leurs dendrites dans I'éminence médiane afin de sentir directement les informations
provenant de la circulation sanguine (Yulyaningsih et al., 2017; Schaeffer et al., 2013; Djogo et al.,
2016). Pourtant, un groupe de cellules gliales spécialisées de I'éminence médiane appelées
tanycytes, borde le 3V et forme une BHCV qui empéche ces signaux métaboliques circulants
d’entrer profondément dans le parenchyme hypothalamique (Banks, 2019; Garcia-Caceres et al.,
2019; Prevot et al., 2018). Afin d’accéder a leurs cibles d’action plus éloignées, comme le dmARC,
ces signaux ont besoin d’'un mécanisme de transport actif pour traverser la barriére tanycytaire
(Langlet et al., 2013a; Mullier et al., 2010). Lors d’'une précédente étude, le laboratoire a montré
que la leptine circulante traversait les vaisseaux fenestrés de I’éminence médiane et que les
tanycytes servaient de navette enre le sang et le LCR, par un mécanisme dépendant de la voie de
signalisation ERK (Balland et al., 2014). Toutefois, I'implication des LepR dans ce processus n’est
pas encore établi. De plus, certaines études récentes remettent en question I'expression méme
des LepR dans les tanycytes (Yoo et al., 2019; Yuan et al., 2018).
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Dans cette étude, grace a I'utilisation de nombreuses approches in vitro et in vivo et plusieurs
modéles animaux, nous démontrons que les tanycytes expriment des LepR fonctionnels et que la
présence de ces récepteurs est nécessaire au transport transcytotique de la leptine périphérique
vers le LCR. Ce processus apparait, d’ailleurs, comme jouer un rble clé dans le contrdle central de
la fonction des cellules B pancréatiques ainsi que I'homéostasie glucidique et lipidique.

Cette étude a donné lieu a un article en révision dans le journal « Nature Metabolism ».
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II. Résultats

1. LepR s expressed and active in tanycytes of the median eminence
In order to probe the expression of LepR in tanycytes of the median eminence, we first searched

for essential tools such as antibodies capable of reliably detecting LepR protein. We characterized
the recently described biologically active allosteric antibody XPA, which was developed to target
mouse LepR (Bhaskar et al., 2016). Using isolated parts/fragments of the LepR extracellular
domain (ECD), we found that the epitope targeted by the XPA antibody lay on the cytokine receptor
homology 1 (CRH1) domain of LepR (Figure 1A), outside the orthosteric leptin-binding site of the
CRH2 domain (Figure 1A, 1B). The use of LepR BRET biosensors indicated that XPA was capable of
inducing conformational changes and the oligomerization of LepR, even though these changes
were different from the ones promoted by the natural ligand (Figure 1C). Similarly to leptin (0.8
ug/ml), treatment with 15 pg/ml XPA triggered both STAT3 and ERK signaling pathways in HEK293
cells transfected with mouse LepR, (Figure 1D). XPA also induced the phosphorylation of STAT3 in
primary cultures of tanycytes (Figure 1E), which we have previously shown to express LepR and to
internalize fluorescently labeled leptin in vitro (Balland et al., 2014). This indicates that, rather than
simply being a passive marker of LepR protein expression, XPA is also a vital marker for activated
and internalized LepR. Accordingly, a 5 min co-application of fluorescent leptin (2 pg/ml) and
fluorescent XPA (5 ug/ml) to primary tanycyte cultures showed that 100% of the cells that
internalized fluorescent leptin also internalized fluorescent XPA and that 50 to 60% of the
endocytosed leptin colocalized with XPA in vitro (Figure 1F), indicating that these cells expressed
LepR and internalized it in response to leptin binding. To confirm that tanycytes also express LepR
in vivo, we intravenously administered XPA (2 nmol/animal) or vehicle to mice 2 min before
sacrifice. At this short interval, XPA was seen to colocalize with the vimentin-immunoreactive
processes and cell bodies of tanycytes arching down to the fenestrated capillary plexus of the

median eminence (Figure 1G).

In our quest for further indisputable evidence of LepR expression and activity in median
eminence tanycytes, we assessed whether tanycytes in living brain slices could respond to leptin
and initiate Ca2* signaling, as they do in hypothalamic neurons (Irani et al., 2008; Jo et al., 2005).
To selectively target tanycytes, we generated mice expressing the GCamp3 calcium biosensor
under the control of the Trmp5 promoter, which is selectively expressed in tanycytes in the median
eminence (Figure 1H) (Kusumakshi et al., 2015), by crossing Trmp5::Cre mice with those allowing
Cre-dependent expression of GCamp3. Puffing 6 uM leptin onto the ventricular wall of brain slices
against the flow of perfusion resulted in a [Ca2*]i increase in the cell bodies of median eminence
tanycytes, as seen using live imaging (Figure 1H, and 11). A prior bath-application of 6 uM of LAN, a
mutated leptin (L39A/D40A/F41A) which acts as a competitive antagonist, binding LepR but
blocking its activity (Niv-Spector et al., 2005), before puffing leptin onto tanycytes, inhibited the

leptin-induced [Ca2*]i increase in tanycytes (Figure 11, and 1K), suggesting that LepR activation is
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required for this signaling cascade. To further test the actual involvement of LepR in this process,
we generated mice in which LepR is selectively knocked out in cells expressing the Trmp5 promoter.
In these Trmp5::Cre; LepR'oxP/1oxP; GCamp3!oxP/STOP/loxP mice (Gcamp3TmpeS; [ epRT™pS mice), puffs of
leptin failed to promote any change in [Ca2+]i in tanycytes (Figure 1J, and 1K). However, puffs of 10
mM ATP, a well-known and potent activator of calcium waves in tanycytes (Frayling et al., 2011;
Muller-Fielitz et al., 2017), readily elevated [Ca2*]; in both LAN-treated and mutated brain slices,
showing the viability of the cells (Figure 1K, 1L, Supplementary Figure 1). Together, these data
unequivocally show that tanycytes express active LepR in vivo, which mediates leptin-induced

changes in [Ca2*].
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Figure 1. Tanycytes of the median eminence express functional leptin receptors

(A) Western blot detection of different LepR domains from transfected HEK293 cells by the XPA antibody.
(B) Schematic representation of leptin receptor domains and the XPA binding site.



(C) Top: schematic representation of the BRET assay to study the ligand-induced conformational
change/interaction between LepR-Rluc and LepR-YFP. Bottom: BRET donor saturation curves in HEK293T
cells with a constant expression level of LepR-Rluc and increasing levels of LepR-YFP, upon stimulation with
vehicle, leptin (50nM) or XPA (100nM) for 30 min at 37 °C.

(D) STAT3 and ERK1/2 phosphorylation in HEK293 cells stably expressing LepR after stimulation with 50 nM
leptin or 100 nM XPA for 5, 15, 30 or 60 minutes.

(E) STAT3 phosphorylation in tanycytes upon 50 nM leptin or 100 nM XPA stimulation for 30 minutes.

(F) Leptin colocalizes with LepR in primary tanycytes. Representative confocal images of tanycytes treated
for 5 min with 125 nM fluorescent leptin (red) together with XPA antibodies against LepR labeled with
fluorescent secondary antibodies (green). The extent of colocalization is represented by the mask on the
right. Arrows point to examples of colocalized pixels. Scale bar: 10 ym.

(G) Representative photomicrograph revealing sites of XPA fixation in tanycytes of the median eminence
(vimentin-positive cells) 2 minutes after intravenous XPA injection (2 nmol/animal) in vivo. White arrows show
XPA (red) and vimentin (white) colocalization. 3V: third ventricle; ARC: arcuate nucleus of the hypothalamus;
ME: median eminence. Scale bar: 200um.

(H) Representative image of a living brain slice containing the median eminence from a GCamp3T®™M> mouse
under brightfield and fluorescence microscopy, showing the reversible increase in intracellular calcium levels
in tanycytic cell bodies lining the third ventricle (3V) upon the local application of a puff of leptin (6uM) via a
glass pipette. ME: median eminence. Scale bar: 100 um

(I) Representative curves of GCamp3 fluorescence (calcium current) over time (Delta T) compared to the
baseline in tanycytes in living hypothalamic slices during a puff of leptin (yellow rectangle, 6uM), alone (left
curve) or after pre-treatment with leptin antagonist (LAN, 6uM, top black line; right curve), in a GCamp3Trem5
mouse.

(J) Same measurement as in (l) in a GCamp3™rm5; [ epRTPM5 mouse lacking LepR in tanycytes after a puff of
leptin (6uM, yellow rectangle).

(K) Graph representing maximum difference in calcium concentration from baseline during the treatment of
living brain slices in GCamp3TPm5 and GCamp3TPmS; | epRTPM5 mice, described in (I) and (J). Mann Whitney
test; ***: p<0.001; between indicated groups. Values indicate means + SEM.

(L) Graph representing maximum c¢ difference in calcium concentration from baseline during a puff of ATP
(10 mM) in living brain slices from GCamp3™Pm5 and GCamp3™Pm5; [ epRTPMS mice. See also Supplementary
Figure 1.
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Supplementary Figure 1. Calcium waves in tanycytes in response to local puffs of leptin and ATP in living
brain slices from GCamp3Trm5 and GCamp3TPm5;[ epRTPMS mice.

(A) Representative changes in intracellular calcium concentrations in tanycytes in living brain slices from
GCamp3TPm5 mice upon puffs of leptin (6uM) after bath-application of LAN (6uM, upper panels) and of ATP
(10mM, lower panels).

(B) Representative changes in intracellular calcium concentrations in tanycytes in living brain slices from
GCamp3Trrms:[ epR3TPMS mice upon puffs of leptin (6uM, upper panels) and ATP (10mM, lower panels).
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2. EGFR-mediated LepR signaling is required for the transcellular trafficking of

leptin in tanycytes
To characterize the mechanism by which tanycytes transport blood-borne leptin into the CSF and

the rest of the hypothalamus, we next studied the transcytotic route followed by fluorescent leptin
using primary cultures of tanycytes. As early as 2 min after the internalization of fluorescent
bioactive leptin, the fluorescent signal was detected in EEAl-immunoreactive early endosomes
(Figure 2A), where it accumulated for the first 10 min before exiting this subcellular compartment,
as suggested by the subsequent decrease in intensity and extinction of fluorescence over time
(Figure 2B, Figure 2C, Supplementary Figure 2A). Similarly, the fluorescent point-mutated leptin,
LAN, which binds to but is unable to activate LepR, was also seen to be internalized (Supplementary
Figure 2B) and to reach early endosomes (Supplementary Figure 2B). However, the overall intensity
of LAN fluorescence inside the cell remained constant over time (Supplementary Figure 2B), and
LAN was seen to remain sequestered in EEAl-immunoreactive compartments (Figure 2D,
Supplementary Figure 2C-D), suggesting that, in contrast to bioactive leptin, captured LAN could
not be released from tanycytes. These results suggest that LepR signaling is not required for its
uptake by early endosomes, but is required for internalized leptin to complete its transcytotic route

across tanycytes into the CSF.

Next, since this transcytosis could be mediated by the leptin signaling cascade, characterized
by the rapid activation of a series of tyrosine kinases (TK) and serine/threonine protein kinases
(STK), we performed kinome profiling to explore differential global kinase activity in tanycytes in the
presence or absence of 2 yg/ml leptin for 2, 5, 10 and 15 min. We used the PamGene array, which
consists of 140 immobilized tyrosine- and serine/threonine-containing peptides that are the targets
of most known kinases (TK and STK PamChips). Peptides whose phosphorylation varied
significantly between control and leptin-treated primary tanycytes indicated the putative
involvement of specific kinases activated in response to leptin. This kinase analysis revealed the
significant activation of the EGFR pathway 2 min after leptin treatment (Figure 2E) and of MAP
kinases including ERK2 15 min after leptin treatment (Supplementary Figure 2E). We have
previously reported that ERK activation is required for the release of leptin internalized by tanycytes
in vitro, and that the alteration of blood-borne leptin shuttling into the hypothalamus in diet-induced
obese mice can be rescued by activating ERK using potent inducers such as EGF (Balland et al.,
2014). Here, the novel and unexpected finding that EGFR itself is activated directly by leptin in

tanycytes suggests a possible molecular pathway underlying our previous observations.

We then explored the interaction between EGFR and LepR signaling. Co-transfection
experiments in HEK293 cells showed, interestingly, that EGFR was immunoprecipitated with LepR,
suggesting that the two receptors physically interact with each other even in the absence of a ligand
(Figure 2F). To study the effect of ligand binding on this interaction, we next used Time-Resolved

Fluorescence Resonance Energy Transfer (TR-FRET) in living cells to investigate the proximity
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between leptin and EGF and their cognate receptors within the LepR:EGFR complex (Supplementary
Figure 2F). Taking advantage of targeted fluorescently labeled SNAP-receptors (energy donor,
Terbium (Th)) and ligands (labeled with the energy acceptor, d2), TR-FRET enables the
demonstration of the proximity of a ligand at a distance of 10 nm or less to a specific and unique
receptor within a heteromeric receptor complex (Auriau et al., 2018). Because leptin does not bind
to EGFR, the incubation of fluorescent d2-leptin even at high concentrations with fluorescently
labeled SNAP-EGFR did not lead to any TR-FRET signal (Figure 2G, Supplementary Figure 2F).
However, the co-expression of unlabeled LepR in fluorescent Th-SNAP-EGFR-expressing cells in the
presence of d2-leptin gave rise to a significant and specific TR-FRET signal, demonstrating the close
proximity between SNAP-EGFR, LepR and d2-leptin (Figure 2G, Supplementary Figure 2F). This
binding of d2-leptin to the SNAP-EGFR:LepR complex was seen to increase and to reach saturation
in a concentration-dependent manner, with an affinity (Ko(SNAP-EGFR:LepRb) = 0.42 [0.26-0.49]
nM) similar to the affinity of leptin binding to isolated LepR (Vauthier et al., 2013) (Figure 2G). EGF
binding to EGFR did not modify the affinity of leptin binding to the LepR:EGFR complex (Figure 2G),
but the significantly higher Bmax of the saturation curve indicates that it likely induced a
conformational change in LepR within the molecular complex (Figure 2G; Supplementary Figure
2G). Similarly, cells expressing EGFR and fluorescent Tb-SNAP-LepR that were stimulated by d2-
EGF (Supplementary Figure 2H) were seen to emit, as expected, a specific TR-FRET signal, reflecting
the interaction between SNAP-LepR:EGFR:EGF-d2 (Supplementary Figure 2I). A weak TR-FRET
signal detected between SNAP-LEPR and d2-EGF in the absence of heterologous EGFR may have
arisen from a weak interaction between SNAP-LepR and endogenous EGFR. As suggested by the
model fitting of the saturation curve, d2-EGF interacted with EGFR within the LepR:EGFR complex
with the same affinity (Ko(SNAP-LepRb:EGFR) = 2.1 [1.6-2.5] nM) as to isolated EGFR alone
(Ko(SNAP-EGFR) = 3.2 [2.4-3.7]) (Supplementary Figure 2J). In line with the binding of d2-leptin or
d2-EGF to their cognate receptors within the complex, the proximity of fluorescent leptin-Th (energy
donor) to d2-EGF (energy acceptor) was only detected when both LepR and EGFR were co-
expressed (Supplementary Figure 2K, 2L), suggesting the formation of a quaternary complex
including Leptin:LepR:EGFR:EGF in these cells.

In isolated tanycytes, combined treatment with leptin and EGF enhanced EGFR and ERK
phosphorylation, supporting the intricate collaboration between these two receptors at the level of
the tanycytic ERK signaling pathway (Figure 2H). Conversely, the inhibition of MEKK1, the upstream
activator of ERK, using U0126 led to the accumulation of fluorescent leptin in EAA1-
immunoreactive early endosomes, thus phenocopying the behavior of fluorescent LAN, which does
not activate LepR, after its internalization in tanycytes (Figure 2D, Supplementary Figure 2B, 2C,
2D). We next verified whether this lack of LAN release from the early endosome compartment in
tanycytes could be bypassed by directly activating the EGFR-ERK signaling pathway. EGF treatment

(10 ng/ml) strikingly restored the trafficking of fluorescent LAN downstream of early endosomes
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(Figure 2D) and its probable eventual release by tanycytes (Supplementary Figure 2C). Overall,
these data indicate that proper transcellular leptin transport in tanycytes requires LepR-EGFR-ERK

signaling and that EGFR activation occurs downstream to LepR activation.
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Figure 2. Tanycytic EGFR activity is required for leptin trancytosis

(A) Endocytosed leptin colocalizing with early endosomes. Representative confocal images showing primary
tanycytes treated for 10 min with 125 nM fluorescent leptin (red) and antibodies to the early endosome
marker EEA1 (green). The extent of colocalization is represented by the mask on the right. Arrows in inset
point to examples of colocalized pixels. Scale bar: 10 um.

(B) Percentage of leptin colocalizing with EEA1 over time following object-based detection of fluorescent leptin
and EEA1 vesicles. Values represent means + SEM. A Mann-Whitney test was applied. ***: p<0.001

(C) Percentage of endocytosed leptin found in the EEA1-positive compartment over time. Values represent
means + SEM. A Mann-Whitney test was applied. ***: p<0.001

(D) Percentage of endocytosed fluorescent leptin or fluorescent LAN found in EEA1 compartments over time.
Values represent means = SEM. A Mann-Whitney test was applied. ***: p<0.001
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(E) Volcano plot showing differences in peptide phosphorylation between primary cultures of tanycytes
treated for 2 min with vehicle (PBS pH 8.0) or leptin (1 pg/ml in PBS pH 8.0) (n=4). Upstream kinases were
identified using the Human Protein Reference Database.

(F) Co-immunoprecipitation of EGFR along with LepR in HEK293T cells; no co-immunoprecipitation of EGFR
is observed when LepR is not expressed. IP, immunoprecipitation; Lys., cell lysate.

(G) Schematic representation of the TR-FRET technique (left). Right: specific saturation curves of leptin-d2
binding to its cognate receptor LepR within the LepR:SNAP-EGFR complex at the cell surface are obtained
after 3h at 37°C; no TR-FRET signal is detected when SNAP-EGFR is expressed in the absence of LepR.
Saturation binding experiments are performed by adding an increasing dose of leptin-d2, combined or not
with 1nM EGF, to HEK293 cells expressing SNAP-EGFR alone or in combination with LepR and pre-labeled
with the fluorescent SNAP-Thb substrate. The TR-FRET signal is strongly displaced by an excess of unlabeled
leptin (200nM).

(H) Phosphorylation of EGFR and ERK upon addition of leptin 50nM, EGF 10nM or both for 30min at 37°C in
primary tanycytes.
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Supplementary Figure 2. MEKK1 inhibition blocks leptin release from the EEA1 compartment of tanycytes.

(A) Kinetics of leptin release by tanycytes. Representative confocal images of tanycytes subjected to a leptin
pulse (125 nM) for 15 min (before the O min time point) and chased for 15 or 60 min in the absence or
presence of the MEKK1 inhibitor (U0126, 10 uM). Scale bar: 10 ym
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(B) Kinetics of LAN release by tanycytes. Representative confocal images for tanycytes subjected to a
fluorescent LAN pulse (125 nM) for 15 min (before the O min time point) and chased for 15 or 60 min. Scale
bar: 10 um

(C) Graph representing amounts of fluorescent leptin or LAN in cells treated or not with U0126 during the
chase experiment (as a % of values at the O min time point). Mann-Whitney test. **, p<0.01; ***, p<0.001.
Values indicate means + SEM.

(D) MAPK signaling is required for leptin to exit early endosomes. Representative confocal images for
tanycytes subjected to a fluorescent leptin or LAN pulse for 15 min and chased for 30 min in the absence or
presence of U0126 (leptin) or EGF (LAN). Cells were labeled for EEA1 (green). Colocalized pixels are shown
on the right panel and arrows in inset point to examples of colocalization. Scale bar: 10 um.

(E) Volcano plot showing differences in peptide phosphorylation between primary cultures of tanycytes
treated with leptin (1 ug/ml in PBS pH 8.0) or vehicle (PBS pH 8.0) for 15 min (n=4 per group). Upstream
kinases were identified using the Human Protein Reference Database.

(F) The TR-FRET signal generated upon the close proximity of d2-leptin (1nM) to fluorescent SNAP-EGFR is
observed with the LepR:SNAP-EGFR complex but not with fluorescent SNAP-EGFR expressed alone. Two-way
ANOVA with Tukey multiple comparison test was applied. **: p<0.01, ****: p<0.0001. Values indicate
means + SEM.

(G) Increased Bmax values under conditions of co-stimulation with d2-leptin +EGF. An unpaired Student t-
test was applied. *: p<0,05. Values indicate means + SEM.

(H) Schematic diagram of the TR-FRET-based assay for EGF-d2 binding to the SNAP-LepR:EGFR complex. Two-
way ANOVA with Tukey multiple comparison test was applied. ****: p<0.0001. Values indicate means +
SEM.

(I) The TR-FRET signal due to the close proximity of EGF-d2 (1nM) to fluorescent SNAP-LepR, associated with
endogenously expressed EGFR, is increased with the ectopic expression of EGFR, favoring the formation of
the SNAP-LepR:EGFR complex. Values indicate means + SEM.

(J) Saturation of binding of EGF-d2 to SNAP-LepRb- or (LepRb + EGFR)-expressing cells yielded a Ko =3.90
[2.09-5.71] nM and Kp =2.08 [1.63-2.53] nM, respectively. These Kb values are comparable to EGF-d2
binding to SNAP-EGFR (Ko =3.21 [2.40-3.69] nM). Data are presented as means * SD of 3 replicates of 1
representative experiment out of 3 independent experiments. The mean dissociation constant was
determined from the average of the Kd values extracted from a fitting analysis of the saturation curve of 3
independent experiments with non-linear regression “one-site specific binding equation.

(K-L) The TR-FRET signal is detected only when LepR and EGFR are co-expressed in cells allowing the proximity
of fluorescent leptin-Tb (1nM) with fluorescent EGF-d2 (1nM), with both ligands binding specifically to their
cognate receptors within the LepR:EGFR complex. By competing with EGF-d2, an excess of unlabeled EGF
(200nM) drastically abrogated the TR-FRET signal. Two-way ANOVA with Tukey multiple comparison test was
applied. *: p<0,05, ***: p<0.001, ****; p<0.0001. Values indicate means + SEM.
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3. Mice lacking LepR in adult tanycytes show increased weight gain linked to
restricted access of blood-borne leptin to the hypothalamus

To examine the functional role of LepR expression in adult tanycytes, we used the injection of the

Tat-Cre recombinant protein into the third ventricle (3V) of LepRloxF/loxP mice. The use of tdTomato'oxP-
STOPoxP reporter mice revealed that 2 pl Tat-Cre infusion into the 3V (1.27 ug/ul over 15 min) caused
genetic recombination in about 60% of the tanycytes of the median eminence (Supplementary
Figure 3B and 3C), but not in tanycytes of the area postrema, another circumventricular organ in
the brainstem involved in the regulation of energy homeostasis (Langlet et al.,, 2013b)
(Supplementary Figure 3D). In contrast, Tat-Cre infusion into the fourth ventricle (4V) was seen to
target both median eminence and area postrema tanycytes (Supplementary Figure 3D). Notably,
Tat-Cre infusion into the lateral ventricle was ineffective in inducing Tomato expression in median

eminence tanycytes (Supplementary Figure 3A and 3C).

Isolation of median eminence tanycytes using FACS after the infusion of Tat-Cre into the 3V of
tdTomato'oxP-STOPloxP; | epRloxP/loxP mice (Figure 3A) showed that the expression of transcripts encoding
both the short forms of LepR as well as LepRb was significantly diminished in Tomato-positive cells,
when compared to tdTomato™n; LepR+*/*mice (Figure 3B and 3C). Interestingly, the transcript of
Socs3, a known leptin-responsive transcriptional target (Howard and Flier, 2006), was also found
to be downregulated in Tomato-positive cells from tdTomato'; LepRTa"%0 mice (Figure 3D).
Importantly, such downregulation of LepR and Socs3 mRNA levels was not found in Tomato-

negative cells (Figure 3B-3D).

Mice lacking LepR in tanycytes of the median eminence were seen to eat more (Figure 3E and
Supplementary Figure 3E) and to gain significantly more weight (Figure 3F) than control littermates
with normal tanycytic LepR expression. Surprisingly, this weight gain was independent of
hyperphagia, since LepRT™@k0 mice pair-fed with controls gained the same weight as LepRTa"k0 mice
fed ad libitum. To characterize the reason for this change in body weight, we monitored these mice
using an indirect calorimetry system. Weight gain in LepR™@"0 mice was associated with an
increased respiratory exchange ratio (RER) during the light phase (Supplementary Figure 3F), a
phenomenon that was conserved under the pair-fed condition (Figure 3G), in which LepRTank0 mice
kept gaining more weight than LepR!'oxF/lox? ittermates (Figure 3F), even though energy expenditure
(Supplementary Figure 3G and 3M) and locomotor activity (Supplementary Figure 3H and 3N)
remained unchanged. These phenomena were reproduced when tanycytes were transduced with a
viral vector expressing Cre under the control of the tanycyte-specific Dio2 promoter (Muller-Fielitz

et al., 2017), as an alternative to Tat-Cre infusion into the 3V (Supplementary Figure 3I-3L).

Increased food intake (Figure 3E) despite elevated adiposity and circulating levels of leptin in
LepRTank0 mice (Figure 3l and 3J) raises the possibility that these animals may be developing

hypothalamic resistance to circulating leptin, which could be linked to defective leptin transport
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across the blood-brain barrier into the CSF by tanycytes, as seen in various animal models at early
stages of diet-induced obesity (Balland et al., 2014; Chmielewski et al., 2019). First, to confirm that
this phenomenon occurs under physiological conditions, we assessed endogenous STAT3
activation in the ARC at lights on, after overnight feeding, when circulating leptin levels are at their
highest (Sukumaran et al., 2010), and which has previously been shown to be linked to endogenous
LepR activation (Balland et al., 2019; Langlet et al., 2013a). While the number of P-STAT3-
immunoreactive cells lying outside the blood-brain barrier in the ventromedial ARC (vmARC) was
seen to be unaffected in LepRT™@0 mice (Figure 3K and 3L), the number of P-STAT-3
immunoreactive cells in the dorsomedial ARC (dmARC) was diminished by about 30% in these
mutant mice when compared to LepR'oxF/loxP control littermates (Figure 3K and 3M). Next, to
determine how this decreased sensitivity to peripheral leptin could impact the neuronal populations
of the ARC involved in the control of body homeostasis, we analyzed the expression of several key
transcripts by Q-PCR. Figure 3N shows that, in LepR™X0 mice, transcripts coding for the
melanocortin receptor antagonist Agrp were significantly induced, whereas Socs3 mRNA levels
were downregulated. However, examination of the fenestral diaphragms of median eminence
endothelial cells using antibodies to MECA-32 showed that the number of fenestrated capillary
loops in the median eminence and the vmARC were comparable in mutant and control mice,
indicating that this decrease in leptin signaling in LepRTa"k0 mice was not accompanied by any
changes in the permeability of ME capillary loops reaching the ARC (Figure 3K, 30 and 3P). Finally,
we subjected LepRT™nKO mice as well as their control littermates to intraperitoneal (i.p.) or
intracerebroventricular (i.c.v.) injection of exogenous leptin and measured food intake 24h and 12h
later, respectively (Figure 3Q). While exogenous leptin injected i.c.v. directly into the CSF was
equally efficient in reducing feeding in both groups of mice, LepRT™nk0 mice, in contrast to
LepR'oxF/loxP mice, were unable to respond to exogenous leptin injected i.p. by decreasing food intake
(Figure 3Q), confirming that this decreased response to peripheral leptin in LepR™%0 mice was due

to an alteration in the LepR-dependent tanycytic transport of blood-borne leptin into the CSF.

Given the increase in RER in LepRTank0 mice (Figure 3G), indicative of increased consumption of
carbohydrates over lipids to meet energy requirements (Tschop et al., 2000), we next examined
how lipid metabolism was altered in mice in which leptin transport into the hypothalamus was
defective. The changes in RER and food-intake-independent body weight gain in LepRTnk0 mice
appeared to be due to decreased fatty acid oxidation (Figure 3H), which was associated with an
increase in both visceral fat mass (Figure 3l) and leptinemia (Figure 3J) and elevated circulating
levels of cholesterol and triglycerides (Supplemental figure 4A), but not of non-esterified free fatty
acids (NEFAS) (Supplemental figure 4B). These data, together with an increase in the size of white
adipocytes (Supplemental figure 4C), suggest that LepRTan<0 mice show hyperlipidemia and lipid

accumulation in white adipocytes.
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In agreement with the increased uptake of free fatty acids into white adipose tissue in response
to central leptin deficiency (Buettner et al., 2008), LepRT™nk0 mice showed a marked increase in
protein levels of lipoprotein lipase (LPL), an enzyme that promotes the uptake of circulating
triglycerides, and acetyl-CoA carboxylase (ACC) and fatty acid synthase (FAS), enzymes crucial for
de novo lipogenesis, in ependymal fat, the major visceral fat depot in rodents (Supplemental figure
4D and 4E). Of note, the ratio of phospho-Acc to total Acc was decreased in LepRTank0 mice
(Supplemental figure 4D and 4E), which suggests, in agreement with previously published data
(Buettner et al., 2008), that hypothalamic leptin regulates ACC in white adipose tissue. We next
examined the expression of the key lipolytic enzyme hormone-sensitive lipase (HSL), the activity of
which is also known to be regulated by central leptin signaling (Buettner et al., 2008), and found
that the levels of phosphorylation-activated Hsl were lower in LepR™@%0 mice than in control
littermates (Supplemental figure 4D and 4E). Overall, these results indicate that the lack of LepR
in tanycytes favors the accumulation of lipids by promoting lipogenesis and lipid uptake while
inhibiting lipolysis in white adipose tissue. Importantly, these effects were independent of feeding

since they occurred in both LepRT™nk0 mice fed ad libitum and those pair-fed with the control group.

Increased accumulation of lipids was also noted in the liver of LepRTak0 mice using oil red
staining (Supplemental figure 4F). Accordingly, liver triglyceride content was seen to be increased
in these mice even in the pair-fed condition (Supplemental figure 4G), whereas circulating
triglyceride levels were comparable to those in LepR'oxP/loxP controls (Supplemental figure 4A). Given
the absence of any marked change in the expression of enzymes involved in lipid metabolism
(Supplemental figure 4H and 41), the increase in lipid accumulation in the liver of LepRTa"%0 mice is
likely not due to local de novo synthesis but indirectly to the increased weight and hyperlipidemia

of these mice.
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Figure 3. Selective LepR deletion in tanycytes causes hypothalamic resistance to circulating leptin.
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(A) Schematic diagram and gating strategy for sorting Tomato positive putative tanycytes following TAT-Cre
infusion into the third ventricle (3V) of LepR*/*+;tdTomato/oxP-STOP-loxP mice and LepR'oxF/1oxP;td Tomato'oxP-STOP-loxP
littermates.

(B-D) mRNA expression levels of short forms (B) and the long form, LepRb (C), of the leptin receptor, and of
Socs3 (D) in tdTomato-positive cells (left panels) and tdTomato-negative cells (right panels). Student t-test or
Mann-Whitney U test was applied, depending Shapiro-Wilk normality test results. *: p<0.05; LepR*/*
tdTomato™n vs. LepRT™@"K0 tdTomato™n. Values indicate means + SEM.

(E) Cumulative food intake in LepR™nK0 mice 12 weeks after TAT-Cre infusion pair-fed with their control
littermates. 2-way ANOVA with Tukey's correction; **: p<0.01, LepRloxP/loxP and LepR™KO pair-fed vs.
LepR™nKO fed ad libitum; ***: p<0.001, LepR/oxF/1xP gnd LepRTa"k0 pair-fed vs LepRT@nKO ad libitum. Values
indicate means + SEM.

(F) Cumulative body weight change. 2-way ANOVA with Tukey's correction; *: p<0.05, LepR/oxF/loxPys, | epRTanko
fed ad libitum; **: p<0.01, LepRIoxF/loxP ys, | epRTanKO fed ad libitum; ***: p<0.001, LepRIoxF/loxP ys, [ epRTanko
fed ad libitum; °: p< p<0.05, LepR/oxP/loxPyg_ | epRTankO pair-fed; ° °: p< p<0.01, LepRIoxP/loxPyg_ [ epRTanko pair-
fed. Values indicate means + SEM.

(G) Energy ratio (RER) over time. 2-way ANOVA with uncorrelated Fisher’s LSD test; °: p< p<0.05, LepRloxF/loxP
vs. LepRTanKO pair-fed. Values indicate means + SEM.

(H) Fatty-acid (FA) oxidation over time. 2-way ANOVA with uncorrelated Fisher's LSD test; °: p< p<0.05,
LepRIoxF/1oxP ys, | epRTankO pair-fed. Values indicate means + SEM.

(1,J) Visceral fat mass (1) and serum leptin levels (J) 12 weeks after TAT-Cre infusion. Mann-Whitney U test; *:
p<0.05, LepRioxF/loxP ys, | epRTanKO, Values indicate means + SEM.

(K-M) Representative photomicrograph (K) and quantification of basal pSTAT3 immunofluorescence (L, M) in
the ventromedial (vm) and dorsomedial (dm) arcuate nucleus (ARC) and the median eminence (ME). Scale
bar: 200um. Unpaired Student t-test was applied. *: p<0.05 LepR/oxP/loxPyg | epRTank0. Values indicate means
+ SEM.

(N) Relative mRNA expression levels of several genes known to be involved in the hypothalamic regulation of
energy homeostasis and leptin activity in the microdissected medio-basal hypothalamus (MBH) of LepRoxP/loxP
and LepRTank0 mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion. Student t-test or Mann-Whitney U test was applied,
depending Shapiro-Wilk normality test results.. *: p<0.05, LepR/oxP/loxPys | epR™anKO, Values indicate means
+ SEM.

(0, P) MECA32 quantification in the arcuate nucleus (ARC) and the median eminence (ME). Values indicate
means + SEM.

(Q) Schematic diagram showing the design of the leptin tolerance test using either intraperitoneal (i.p) or
intracerebroventricular (i.c.v) routes for leptin administration. Bottom left graph represents food intake in
LepR'oxP/1oxP (phlack and grey bars) and LepRT™@"K0 mice (red and pink bars) 24h after i.p. leptin (3mg/kg, grey
and pink bars) or vehicle (PBS pH 8.0, black and red bars) administration. Bottom right graph represents food
intake in LepR'oxF/loxP and LepRTak0 mice 12h after i.c.v. leptin (2ug in 2uL) or vehicle (2uL PBS pH 8.0)
injection. Mann-Whitney U test; *: p<0.05; **: p<0.01; leptin vs. vehicle and between indicated groups.
Values indicate means + SEM.

107



Lateral Ventricle TAT-Cre infusion

Vimentin Merged

P

i
¢
S

Third Ventricle TAT-Cre I

\"ir]]ent"ih | Mergedy

AT NS

4 weeks after recombina

tion

b

5 -+ LepRio¥iox?
- 0,93
4 & (n=8) 0.9
3 - LepRm™n*0 0,87
) = % 084

n=7 o

2 @=1) = 081
0,78
1 0,75
0 072

8101214161820220 2 4 6
‘Time (hours)

1800
1650
1500
1350
1200

e Y
8101214161820220 2 4 6
Time (hours)

Cumulated food intake (g)

Tat-Cre

1600
1400
1200
1000

o

Ambulatory activity

(Total beam breaks/h;
o »
8888

VO2 (mL/h/kg lean mass)
w s

————————r
8101214161820220 2 4 6
Time (hours)

0d
8101214161820220 2 4 6

Time (hours)

>

1
o5 LepRloxl' loxP ]

(0=5) 0.9
— LepRVe é
(n=4) 0.8

iyl

8101214161820220 2 4 6

Time (hours)

Cumulated food intake (g)
5 - e ow
\

1600-
1400.

1200

AAV-Dio2-Cre-2A-GFP

VO2 (mL/h/kg lean mass)
ER<]
»
g g

1000 12 14 161820 220 2 4 6

Time (hours)

0.7
8101214161820220 2 4 6

Time (hours)

N

8101214161820220 2 4 6
Time (hours)

Supplementary Figure 3: Tat-Cre injected into the third ventricle is the optimal method to induce gene

recombination in median eminence tanycytes.

@

I 3V TAT-Cre infusion
=3 LV TAT-Cre infusion

"
3
£ 1004 o0
g3 ® °0
o
g 380{ o L) o .
L -
£ £ 60 =
&8 *kk
2 @
§ %40- Lot
o *kk
e :g 204
o [P .
2+ od
g ME VMH DMH
D —
*

— [ [ P
(=3 (=3 (=3 (=3
(=3 (=3 (=3 (=}
(=] (=1 (=} (=}
1 1 1 I}

(=]
I

ME = AP

4t ventricle
TAT-Cre infusion

ME

3" ventricle
TAT-Cre infusion

Tomato positive sorted cells (FACS)

M

© LepR=®er O LepR™Oad libitum © LepR™

5
5 Light Dark Total

Light

Dark Total

Locomotor activity (Beam brakes)



(A-B) Representative photomicrographs of endogenous tdTomato (red) and Vimentin (green) in the median
eminence and walls of third ventricle after TAT-Cre infusion into the lateral ventricle (A) or third ventricle (B).
Insets magnified at right to show the cell shape and precise colocalization between vimentin and tdTomato
labeling. Scale bar: 200um.

(C) Graph representing ratio of tdTomato-positive tanycytes to Hoechst-stained nuclei at different levels of
the third ventricle after TAT-Cre infusion in the lateral ventricle (LV) and the third ventricle (3V). Student's t-
test; ***: p<0.001, 3V injection vs. LV injection. Values indicate means + SEM.

(D) Graph representing the number of tdTomato-positive FACS-sorted cells from the median eminence (black)
and area postrema (purple) after TAT-Cre infusion into the 34 (left) or 4th ventricle (right). Student's t-test. *:
p<0.05, **: p<0.01, 3V injection vs. 4V injection. Values indicate means + SEM.

(E-L) Four weeks after effective recombination, TAT-Cre (E-H) and AAV-Dio2-iCre-2A-GFP virus infusion (I-L)
induce the same phenotype in LepRIoxP/loxP mice for basal metabolism. Two-day basal food intake (E,l),
respiratory energy ratio (RER, F,J), oxygen consumption (G,K) and locomotor activity (H,L) monitored in
LepR™K0 mice 4 weeks after Cre infusion/expression and in control littermates. 2-way ANOVA with
uncorrelated Fisher’'s LSD test; *: p<0.05, LepRIoxP/loxPys, | epR™anKO, Values indicate means + SEM.

(M-N) Bar graphs representing energy expenditure and locomotor activity during the pair-fed experiment in
LepRIoxP/1oxP gnd LepRTanKO mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion. Values indicate means + SEM.
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4. Mice lacking LepR in tanycytes sequentially develop insulin resistance and

defective insulin-secretory capacity
Leptin has long been known to influence glucose homeostasis independent of its effect on body

weight regulation (Pelleymounter et al., 1995; Schwartz et al., 1996). These effects appear to be
mediated by leptin action on LepR-expressing neurons in the ARC, since the local reintroduction of
LepR expression in the ARC of otherwise LepR-knockout animals normalizes insulinemia in these
animals (Coppari et al., 2005). In light of the altered gene expression in ARC neurons observed in
our mice, we therefore next investigated the effect of LepR deletion in tanycytes in glucose
metabolism. Four weeks after LepR deletion, mice did not appear to have any problem in managing
exogenous injections of glucose (Figure 4A). However, monitoring glucose-stimulated insulin
release in LepR™nk0 mice at 4 weeks intriguingly showed that, despite normal glucose tolerance at
this early time point (Figure 4A), the mice were secreting more insulin than control LepR!oxP/loxP
littermates to manage the bolus of exogenous glucose, indicating the development of insulin
resistance (Figure 4B). Interestingly, we also observed hyperinsulinemia in 4-week LepRT%0 mice
after a 12h fast (Figure 4C). This fasting hyperinsulinemia may be linked to the inability of ARC
neurons to appropriately perceive circulating leptin levels, as suggested by decreased STAT3
activation after overnight feeding (Figure 3K) and the downregulation of Socs3 in the ARC of
LepRTanko mytants (Figure 3N).

By 12 weeks after LepR deletion, however, LepR™K0 mice developed impaired tolerance to
exogenous glucose (Figure 4D). This deficient glucose homeostasis was correlated with a
significantly lower increase in glucose-stimulated insulin levels in LepR™nk0 mice, suggesting some
degree of pancreatic dysfunction in these mice (Figure 4E). Insulin sensitivity was similar in the two
genotypes (Figure 4F). To investigate possible alterations in pancreatic function in mice lacking
LepR in tanycytes, we investigated glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) in isolated
pancreatic islets from LepRTankO and LepRoxF/loxP |ittermates. Although LepR deletion in tanycytes
did not affect the total insulin content of islets (Figure 4H), insulin secretion from islets was severely
hampered under high glucose conditions in 12-week LepRTank0 mice when compared to LepRloxP/loxP
controls (Figure 4G). Gene expression analysis in islets from 12-week LepRTak0 mice compared to
controls revealed the increased expression of genes involved in glucose sensing (Glut2, Gek) and
insulin maturation (Pcskl1) but decreased expression of key B-cell identity genes such as Pdx1
(p=0.066) and MafA (Figure 4l). LepRTanko jslets also exhibited an increase in the expression of
markers of the endoplasmic reticulum (ER) unfolded protein response (UPRer) pathway, including
Atf4, Xpb1t and Chop (Figure 4J), thought to be associated with impaired B-cell function and T2D
development (Back and Kaufman, 2012). The number of o (glucagon-positive) and B (insulin-
positive) cells per islet was similar in the pancreas of the two genotypes (Figure 4K, 4L, 4M).
Altogether, these data suggest that the loss of LepR function in tanycytes impairs glucose

homeostasis and insulin secretion through the transcriptional control of key pancreatic 3-cell and
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UPRer markers, preceded by the development of mild insulin resistance, and that the whole
sequence of events unfolds within 3 months of altering the tanycytic shuttling of leptin into the

hypothalamus.
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Figure 4. Loss of LepR expression in median eminence tanycytes causes severe pancreatic B cell dysfunction
possibly due to defective noradrenaline activity

112



(A) Curve representing glycemia during a glucose tolerance test in LepRoxF/loxP gand LepRTanKO mice, 4 weeks
after TAT-Cre infusion. Graph represents the area under the curve; 2-way ANOVA with Tukey's correction.
Values indicate means + SEM.

(B) Serum insulin concentrations during the first 30 mins of a glucose tolerance test in LepR!oxP/loxP gnd
LepR™nK0 mice, 4 weeks after TAT-Cre infusion; 2-way ANOVA with Tukey's correction; *: p<0.05, LepR!/oxP/loxP
vs. LepRT™anKO_ Graph represents the area under the curve; Student's t-test; **: p<0.01, LepR/oxP/loxP yg,
LepRT™nKO_ Values indicate means + SEM.

(C) Graph representing serum insulin concentrations at TO of the glucose tolerance test; Student's t-test; *:
p<0.05, LepRloxF/loxP yg | epRTankO_ Values indicate means + SEM.

(D) Curve representing glycemia during a glucose tolerance test in LepR'oxP/loxP gnd LepRTanKO mice, 12 weeks
after TAT-Cre infusion; 2-way ANOVA with Tukey's correction; **: p<0.01, LepRIoxP/loxP yg | epRTakO0  Graph
represents the area under the curve; Student's t-test; ***: p<0.001, LepRloxP/loxP ys | epRTanKO, Values
indicate means + SEM.

(E) Serum insulin concentrations during the first 30 mins of a glucose tolerance test in LepR!oxP/loxP gnd
LepR™K0 mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion; 2-way ANOVA with Tukey's correction; **: p<0.01,
LepRloxF/loxPys | epRTankO_ Graph represents the area under the curve; Student's t-test; **: p<0.01, LepR/oxF/loxP
vs. LepRTanKO_ Values indicate means + SEM.

(F) Percentage change in basal glycemia during an insulin tolerance test in LepR'oxP/loxP and LepRTa"KO0 mice,
12 weeks after TAT-Cre infusion. Values indicate means + SEM.

(G) Graph representing insulin secretion from total isolated pancreatic islets from LepR!oxP/loxP gand LepRTanko
mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion, following treatment with low or high glucose concentrations. Student's
t-test; **: p<0.01, LepR/oxF/loxPys, | epRTanKO, Values indicate means + SEM.

(H) Graph representing insulin concentrations in isolated pancreatic islets from LepR'oxP/loxP and LepRTanko
mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion. Values indicate means + SEM.

(I) Relative mRNA expression levels of markers of B cell function and identity in isolated pancreatic islets from
LepR'oxP/1oxP and LepRT™anK0 mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion. Student t-test or Mann-Whitney U test was
applied, depending Shapiro-Wilk normality test results. *: p<0.05, LepR/oxF/loxP ys, | epRTanKO, Values indicate
means + SEM.

(J) Relative mRNA expression levels of ER stress markers in isolated pancreatic islets from LepR'oxP/loxP and
LepRTank0 mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion. Student t-test or Mann-Whitney U test was applied,
depending Shapiro-Wilk normality test results. *: p<0.05, LepRoxF/loxPyg, [ epRTankO Values indicate means +
SEM.

(K) Confocal images representing nuclei (blue), glucagon (green) and insulin (red) in isolated pancreatic islets
from LepR'oxP/loxP and LepRTnKO mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion.

(L) Graphs representing the ratio between insulin-positive (left) or glucagon-positive area (right) to the total
islet surface area in LepR'oxP/loxP and LepR™nK0 mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion. Values indicate means
+ SEM.

(M) Graph representing the average surface area of pancreatic islets from LepR'oxP/loxP gand LepRTankO mice,
12 weeks after TAT-Cre infusion. Values indicate means + SEM.

(N) Relative mRNA expression levels of adrenergic receptors in isolated pancreatic islets from LepR'oxP/loxP
and LepRTank0 mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion. Student's t-test; **: p<0.01, LepRIcxP/loxPys | epRTankoO,
Values indicate means + SEM.

(0) Graph representing serum noradrenaline concentrations in LepR'oxP/loxP and LepRTanKO mice, 12 weeks
after TAT-Cre infusion. Student's t-test. *: p<0.05, LepR/oxF/loxPys, [ epRTanKO_ Values indicate means + SEM.
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Supplementary Figure 4: Selective LepR deletion in tanycytes causes hyperleptidemia and steatosis

(A) Graphs representing serum cholesterol and triglyceride concentrations in LepR'oxP/1xP and LepRTa"k0 mice
fed ad libitum on chow and LepRTanKO mice pair-fed with LepR'oxF/loxP mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion.
One-way ANOVA with Tukey multiple comparison test or Krustal-Wallis test with Dunn multiple comparison
test were applied depending Shapiro-Wilk normality test results. *: p<0.05; ***: p<0.001, LepRTarK0 ad
libitum or LepRT™K0 pair fed vs. LepR'oxF/1oxP mice. Values indicate means + SEM.
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(B) Graph representing serum non-esterified fatty acid (NEFAS) concentrations in LepR'oxP/1xP and LepRTanko
mice fed ad libitum on chow and LepR™"™0 mice pair-fed with LepR'oxP/loxP mice, 12 weeks after TAT-Cre
infusion. One-way ANOVA with Tukey multiple comparison test *: p<0.05; ***: p<0.001, LepR™"K0 ad libitum
or LepRT™anKO pair fed vs. LepR'oxP/loxP mice. Values indicate means + SEM.

(C) Representative images of histological hematoxylin-eosin staining of the adipose tissue in LepR!oxP/1oxP gand
LepR™K0 mice fed ad libitum on chow and LepRT™@"K0 mice pair-fed with LepR'oxF/loxP mice. Graph shows
quantification of adipocyte size. One-way ANOVA with Tukey multiple comparison test. **: p<0.01, ***:
p<0.001, LepRT™anKO ad Jibitum or LepRTanKO pair fed vs. LepR'oxP/loxP mice. Values indicate means + SEM.

(D) Representative western blots of the different proteins mentioned in (E).

(E) Graph representing protein expression levels of several proteins implicated in fatty acid synthesis or fatty
acid lipolysis in white adipose tissue from LepR'oxF/loxP and LepRTanKO mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion.
Lipoprotein lipase (LPL) is implicated in the lipids uptake from the circulation to the adipose tissue. One-way
ANOVA with Tukey multiple comparison test or Krustal-Wallis test with Dunn multiple comparison test. *:
p<0.05; ***: p<0.001, LepRTnKO gd libitum or LepRT™"K0 pair fed vs. LepR'oxF/loxP mice. Values indicate means
+ SEM.

(F) Representative Oil-Red-stained images from the liver of LepR'oxF/loxP and LepR™a"k0 mice fed ad libitum and
LepR™nK0 mice pair-fed with LepR'oxP/loxP mice.

(G) Quantification of triglycerides in the liver of LepR'oxF/loxP and LepRT™a"KO mice fed ad libitum and LepRTanko
mice paired-fed with LepR'oxP/loxP mice. One-way ANOVA with Tukey multiple comparison test. **: p<0.01,
LepRTankO gd Jibitum or LepRT™nKO pair fed vs. LepR'oxP/lxP mice. Values indicate means + SEM.

(H) Representative western blots of the different proteins mentioned in (I).

(I) Graph representing protein expression levels of several proteins implicated in fatty acid synthesis and lipid
uptake from the circulation into the liver in LepR'oxF/loxP and LepRTa"k0 mice fed ad libitum and LepRTa"k0 mice
paired-fed with LepR'oxF/lxP mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion. One-way ANOVA with Tukey multiple
comparison test. *: p<0.05; LepRT™nKO pair fed vs. LepR™K0 gad libitum mice. Values indicate means + SEM.
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5. Impaired access of leptin to the hypothalamus could mediate central effects on
glucose and lipid metabolism through altered melanocortin signaling and
sympathetic tone

Finally, the central effects of leptin on glucose homeostasis appear to involve the melanocortin

system (Berglund et al., 2012), which we have shown above to be altered in LepRTank0 mice, and
which impinges onto the sympathetic nervous system (Muzumdar et al., 2003; Sohn et al., 2013).
In addition, the sympathetic nervous system is also known to mediate the central effects of leptin
on white adipose tissue lipid metabolism (Buettner et al., 2008). We therefore next assessed
circulating noradrenaline levels in LepR™nk0 mice, with their defective tanycytic shuttling of leptin
into the hypothalamus (Figure 3K, 3M and 3Q), and found that the levels of noradrenaline were
reduced, suggesting an overt decrease in sympathetic tone when compared to control LepR!oxP/loxP
littermates (Figure 4N). Interestingly, the pancreatic islets of LepRTank0 animals express more G2A
adrenergic receptors compared to their littermates without affecting the expression of 2
adrenergic receptors (Figure 40). a2A adrenergic receptors are known for their inhibitory action on
insulin secretion by the pancreas (Fagerholm et al., 2011; Rosengren et al., 2010). Together, these
results suggest a possible mechanistic pathway whereby decreased leptin access to hypothalamic
neurons controlling bodily homeostasis alters melanocortin signaling in these neurons and overall

sympathetic tone, which mediate its effects on peripheral glucose and lipid metabolism.

III. Matériel et Méthodes

Animals
All C57BI/6J mice were housed under specific pathogen-free conditions in a temperature-controlled

room (21-22°C) with a 12h light/dark cycle and ad libitum access to food and water. tdTomato'oxF-
STOP-oxP (Stock N0.007914) and GCamP3loxe-STOP-loxP (Stock N0.025406) reporter mice and LepR!oxP/loxP
mice (Stock No. 08327) (Cohen et al., 2001a) were purchased from the Jackson Laboratories (Bar
Harbor, ME). Trmp5::Cre mice have been engineered by Dr. Ulrich Boehm (University of Saarland,
Homburg, Germany) and published elsewhere (Kusumakshi et al., 2015; Slezak et al., 2012).
Animal studies were approved by The Institutional Ethics Committees for the Care and Use of
Experimental Animals of the University of Lille; all experiments were performed in accordance with
the guidelines for animal use specified by the European Union Council Directive of September 22,
2010 (2010/63/EU).

TAT-Cre and pAAV-Dio2-iCre-2A-GFP Delivery
A TAT-Cre fusion protein and the AAV 1/2 Dio2::Cre virus were produced as detailed previously

(Muller-Fielitz et al., 2017; Peitz et al., 2002). Both products were stereotaxically infused into the
third ventricle (2uL over 7 min at 1,27 mg/ml; anteroposterior, -1.7 mm; midline, O mm;
dorsoventral, -5.6 mm), the lateral ventricle (Anteroposterior, -0.3 mm; midline, +/- 1 mm;

dorsoventral, -3 mm) or the forth ventricle (Anteroposterior, -6 mm; midline, 0 mm; dorsoventral, -
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4 mm) of 24-h fasted isoflurane-anesthetized floxed mice 1 week before experiments for the TAT-

Cre one and 3 weeks before experiments for the virus one.

Evaluation of TAT-Cre recombination efficiency
Four weeks after lateral ventricle or 3rd ventricle TAT-Cre infusion in TdTomato mice, animals were

anesthetized with ketamine (8mg/kg body weight) + xylazine (3mg/kg body weight) before being
perfused with Saline (0,9% NaCl) and 4% paraformaldehyde. Brains were collected before being
cryoprotected in 20% sucrose solution overnight, embedded in Tissue Tek (Sakura®) and frozen
freshly. 16 pm-thick coronal sections were cut and processed for immunofluorescence using
chicken anti-Vimentin (1:2000; #9131, Millipore) primary antibodies and Alexa647-conjugated
anti-chicken antibody (Invitrogen ; 1/1000; #A21449). Images were acquired using an Axio Imager
Z2 Apotome microscope (AxioCam MRm camera, Zeiss). 8 median eminence representative slides
per animal were then coded to conceal treatment groups and the tanycytes (Vimentin positive cells)
were divided into three groups depending their projections (median eminence and arcuate nucleus,
ventromedial hypothalamus, dorsomedial hypothalamus). Number of DAPI+/Tomato+/Vimentin+
cells was reported on DAPI+/Vimentin+ cells bording the 3t ventricle. The ratio was compared

between different groups.

To compare 31 and 4t ventricle TAT-Cre infusion, the number of FACS -sorted Tomato positive cells

was compared in ME and 4t ventricle microdissected samples, 1 week after TAT-cre infusion.

Fluorescence-Activated Cell Sorting and Real-Time PCR Analyses

Isolation of hypothalamic tanycytes using Fluorescence Activated Cell Sorting
Median eminence from TAT-Cre injected tdTomatolox/+ and LepRoxF/loxP: tdTomato'oxP/+ mice were

microdissected, and enzymatically dissociated using Papain Dissociation System (Worthhington,
Lakewood, NJ) to obtain single-cell suspensions. FACS was performed using an EPICS ALTA Cell
Sorter Cytometer device (Beckman Coulter, Inc.). The sort decision was based on measurements of
tdTomato fluorescence (excitation 488nm; detection: bandpass 675+/-20nm) by comparing cell
suspensions from tdTomato positive or GFP positive and wild-type animals, as indicated in Figure
3A. For each animal, 4000 cells tdTomato positive and negative cells and negative cells were sorted
directly into 10uL extraction buffer: 0,1% Triton® X-100 (Sigma-Aldrich) and 0,4 U/ul RNaseOUT™

(ThermoFisher).

Quantitative RT-PCR analyses
For gene expression analyses, mRNAs obtained from microdissected hypothalamic explants or

FACS-sorted tanycytes were reverse transcribed using SuperScript® Il Reverse Transcriptase (Life
Technologies) and a linear preamplification step was performed for the sorted cells only using the
TagMan® PreAmp Master Mix Kit protocol (P/N 4366128, Applied Biosystems). Real-time PCR was
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carried out on Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System using exon-boundary-
specific  TagMan®  Gene  Expression  Assays (Applied Biosystems): DARPP32
(Ppplrib_MmO00454892_m1); LEPR (Variant 1, long form) (LepR_Mm1265583_m1); LEPR
(Variant 3, short form) (LepR_MmO01262070_m1), NPY (NPY-Mm03048253_m1), MECA32 (Plvap-
MmO00453379_m1), POMC (POMC-Mm00435874_m1), AgRP (AgRP-Mm00475829_g1), CART
(CARTPT-Mm04210469_m1), Socs3 (50cs3-Mm00545913_s1), Ptplb (Ptp1b-
Mm00448427_m1). Control housekeeping genes: r18S (18S-Hs99999901_s1); ACTB (Actb-
MmO0607939_s1). Gene expression data were analyzed using SDS 2.4.1 and Data Assist 3.0.1

software (Applied Biosystem).

Physiological measurements

Analysis of basal metabolism

Mice were analyzed for total energy expenditure, oxygen consumption and carbon dioxide
production, food intake and ambulatory movements (total beam breaks/h) using calorimetric cages
(TSE Systems GmbH, Germany) and standard procedures. Mice were individually housed and
acclimatized to the cages for 48h before experimental measurements. During the pair-fed test,
paired-fed animals had the mean weight of food than the control group ate during the last previous
24 hours.

Glucose Tolerance Test and Insulin dosage

Mice were fasted overnight before the experiment (12 hours). Blood sample for insulin dosage was
taken before, 15 and 30 min after glucose administration with glass capillary at the tail. Samples
were kept on ice during the experiments before being centrifuged (4 °C, 600 rpm, 15 min) to collect
serum and frozen at -80 °C until insulin ELISA (Mercodia). Basal blood glucose level was measured
before glucose i.p administration (1,5 mg glucose/g of body weight), 15, 30, 45, 60, 120 and 150

min after glucose administration using glucometer (OneTouch® Verio meter)

Insulin Tolerance Test

Mice were fasted 6 hours before the experiment. Basal blood glucose level was measured before
insulin i.p administration (0,75Ul/kg of body weight), 15, 30, 45, 60, 120 and 150 min after

glucose administration using glucometer (OneTouch® Verio meter)

In vivo leptin sensitivity test

Mice were first separated one per cage and fasted during 3 hours in the afternoon. Then they are
divided into two groups which received i.p or i.c.v injections of recombinant murine leptin (3mg/kg;
Harbor-UCLA Medical Center, California) or vehicle (PBS pH 8.0) 3 hours before being reefed. Body

weight and food intake were measured before, 12h and 24h after treatment period.
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Brain and peripheral tissues analysis

Brain slice preparation and calcium imaging
Eight to twelve weeks old male GCaMP3Tmp5 and GCaMP3TmpeS; [ epRTmMPS mice were anaesthetized

with isoflurane, and after decapitation, the brain was rapidly removed and put in ice-cold
oxygenated (02 95% / CO2 5%) artificial cerebrospinal fluid (ACSF) containing the following (in mM):
120 NaCl, 3.2 KCI, 1 NaH2P04, 26 NaHCOs3, 1 MgCl», 2 CaCl2, 10 glucose (300 mOsm, pH 7.4).
After removal of the cerebellum, the brain was glued and coronal hypothalamic slices 200 um thick
containing the median eminence and lateral walls of the third ventricle were cut using a vibratome
(VT1200S; Leica) as previously described (Clasadonte et al., 2017). Before recording, slices were
incubated at 35°C for a recovery period of 1 h. After recovery, slices were placed in a submerged
recording chamber (31°C; Warner Instruments) and continuously perfused (2 ml/min) with
oxygenated ACSF. Tanycytes were observed with a 40x water immersion objective in an upright
Leica DM-LFSA microscope by using infrared differential interference contrast (IR-DIC). To detect
GFP fluorescence, a blue illumination was provided via a 470 nm LED and an ORCA-Flash4.0 LT
digital CMOS camera (Hamamatsu) was used to collect images. MetaMorph image acquisition
software (Molecular Devices) was used to control the illumination and camera. Analysis of imaging
data was performed off-line using MetaMorph (Molecular Devices) and Fiji software. Regions of
interest (ROI) were drawn around individual tanycyte cell bodies from the infrared and/or the
fluorescence images. Changes in fluorescence intensity of GCaMP3 were measured by plotting the
intensity of ROl over time, after the intensity of a background ROl had been subtracted. Then, an
initial baseline fluorescence signal was computed before drug application at resting state (FO) and
subsequent fluorescence values (F-FO=AF) were normalized to this (AF/FO0). Drugs were applied via
puffs from a patch pipette made of borosilicate glass (World Precision Instruments) and pulled on
a P1000 puller (Sutter Instrument Co). The tip of the pipette was positioned 25 ym away from
tanycyte cell bodies. Puffs were delivered in the opposite direction of the flow of the perfusion
chamber at a pressure of 4 psi using a PV820 pneumatic PicoPump (World Precision Instruments).
The concentration of Leptin and ATP (Sigma) in the patch pipette was 6 yM and 10 mM (both
prepared in ACSF), respectively. To exclude mechanical responses of tanycytes to the puff, patch

pipettes were also filled with ACSF alone.
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pSTAT3 and MECA-32 immunohistochemistry and analysis

Adult mice were sacrificed by decapitation in the morning at lights on. Brains were collected before
being embedded in Tissue Tek (Sakura®) and frozen freshly. 20 ym-thick coronal sections were
cut, postfixed with a solution of 2% paraformaldehyde during one hour and processed for
immunofluorescence as previously described (Bouret et al.,, 2012) using rabbit anti-pSTAT3
(Tyr705) (1:1000; #9131, Cell Signaling Technology) and rat anti-MECA32 (1:500; 550563, BD
Parmingen) primary antibodies. Double-immunofluorescence images were acquired using an Axio
Imager.Z2 Apotome microscope (AxioCam MRm camera, Zeiss). Slides were then coded to conceal
treatment groups, and pSTAT3 immunoreactive (IR) cells counted in eight sections par animal.
MECA-32 immunoreactive vessels are visualized in the primary superficial plexus of the external
zone of the median eminence but some MECA-32-immunoreactive vessels form intrainfundibular
capillary loops. The total number of fenestrated loops was evaluated throughout the rostrocaudal
extent of the median eminence an ARC in each animal (8 representative median eminence sections
per animal). The mean number of immunopositive cells or vessels per zone was compared between
groups.

Pancreatic Islet Studies
Pancreata were digested by type V collagenase (C9263; 1,5 mg/ml) for 11 min at 37°C as

described previously (Annicotte et al., 2009, Rabhi et al., 2016). Briefly, after digestion and
separation in a density gradient medium, islets were purified by handpicking under macroscope
and cultured overnight in a 1640 RPMI (Gibco, 61870-010) media containing 1mM of FBS (Gibco,
10270-106) and Penicillin/streptomycin. For insulin secretion tests, approximately thirty islets
were exposed to either 2,8 mM or 20 mM glucose in Krebs-Ringer bicarbonate HEPES buffer
containing 0,5% fatty-acid-free BSA. Insulin released in the medium was measured 1 hour later
using the Ultrasensitive Insulin ELISA kit (Mercodia). Data are expressed as a ratio of total insulin
content.

RNA Extraction, Measurements and Profiling of pancreatic islets
Total RNA was extracted from islets using RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen, Tokyo, Japan) according

to the manufacturer's recommendations. mRNA expression was measured after reverse
transcription by real-time qPCR with FastStart SYBR Green master mix (Roche) according to the
manufacturer’'s recommendations and gene-specific oligonucleotides. Real-time qPCR results were
normalized to endogenous cyclophilin reference mRNA levels. Results are expressed as the relative

MRNA level of a specific gene expression using the formula 2-4Ct,
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Immunofluorescence (IF) on pancreatic sections
IF was performed as described previously (Annicotte et al., 2009, Blanchett et al., 2011). Briefly,

after antigen retrieval using citrate buffer (Sigma) 5 um formalin fixed pancreatic sections were
incubated with primary antibodies: Anti-Insulin (Dako; A0564, 1:1000), anti-Glucagon (Sigma-
Aldrich; G2654, 1:1000). Immunofluorescence stainings were revealed using Alexa 568-
conjugated anti Guinea-Pig antibody and Alexa 488-conjugated anti-Mouse (1:500, Jackson
ImmunoResearch). Nuclei were stained with Hoescht. For morphometric analysis, images were

processed by ImageJ software by an observer blinded to experimental groups.

Western Blot analysis on liver and WAT
Tissues were homogenized using a TissuelLyser Il (Qiagen, Tokyo, Japan) in cold RIPA buffer

(containing 200 mMTris/HCI (pH 7.4), 130 mM NaCl,10%(v/v) glycerol, 0.1%(v/v) SDS, 1%(v/v)
Triton X-100, 10 mM MgCI2) with anti-proteases and anti-phosphatases (Sigma-Aldrich;St.Louis,

MO). The tissue lysates were centrifuged for 30 minutes at 18000 g in a microfuge at 4°C. Liver
and White Adipose Tissue total protein lysates were subjected to sodium-dodecyl sulfate-
polyacrylamide gels (SDS-PAGE), then electrotransferred on a PVDF membrane and probed
successively with the following antibodies: Hormone sensitive lipase/HSL: (Abcam, Cambridge, UK,
ab45422) ; Phospho-HSL (Ser660) (Cell Signalling, USA, #4126) ; Phospho-Acetyl-CoA Carboxylase
(Ser79) (Cell Signalling, USA, #3661) ; Acetyl CoA Carboxylase 1 : (Merck Millipore, Darmstadt,
Germany, 04-322) ; Lipoprotein lipase (LPL Antibody (H-53)): (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA,
sc-32885) ; Fatty Acid Synthase antibody (FAS): (Abcam, Cambridge, UK, ab128870) ;; GAPDH:
(Merck Millipore, Darmstadt, Germany, CB1001) ; B-actin: (Sigma- Aldrich, St. Louis,MO, T5168)
after incubating the membranes with 5% BSA blocking buffer. For protein detection we used
horseradish-peroxidase-conjugated secondary antibodies (Dako Denmark, Glostrup, Denmark).
Specific antigen-antibody bindings were visualized using chemiluminescence method according to
the manufacturer’s instructions (Pierce ECL Western Blotting Substrate, Thermo Scientific, USA).

Values were expressed in relation to 3-actin or GAPDH protein levels.

Blood lipids determinations
Serum cholesterol levels (1001093, Spinreact), triglycerides levels (1001310, Spinreact), free fatty

acids levels (436-91995, 434-91795, WAKO) were measured by spectrophotometry in a

ThermoScientific Multiskan GO spectrophotometer.

Histomorphology of WAT
WAT samples were fixed in 10% formalin for 24h and then were dehydrated and embedded in

paraffin. Sections of 3um were made on a microtome and stained by the standard
hematoxylin/eosin alcoholic (BioOptica, Italy) and sections were observed and photographed using
a Provis AX70 microscope (Olympus, Corp, Tokyo, Japan). Digital images were quantified with
ImageJ Software (National Institute of Health; USA).
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Triglycerides content in liver
Approx. 500mg of livers were homogenized for 3min in ice-cold chloroform-methanol (2:1, vol/vol).

Triglycerides were extracted during 3hours shaking at room temperature. For phase separation,
mili-Q water was added. Samples were centrifuged and the organic bottom layer was recollected.
The organic solvent was dried using a Speed Vac and re-dissolved in chloroform. Triglycerides
content of the samples were measured after evaporation of the organic solvent (1001310,

Spinreact) by spectrophotometry in a ThermoScientific Multiskan GO spectrophotometer.

Oil Red O Staining
Frozen sections of 8um of liver were cut with a cryostat and stained in filtered oil Red O for 10 min.

The sections were washed in distilled water, counterstained with Mayer“s hematoxylin for 3 min,
and mounted in aqueous mountant. Sections were observed and photographed using a Provis AX70

microscope (Olympus, Corp, Tokyo, Japan).

Primary cultures and cell lines experiments

Primary culture of tanycytes

Tanycytes were isolated from the median eminence of 10-day-old (P10) rats as described previously
(Prevot et al., 2003).

Pamgene experiments
Primary cultures of tanycytes were incubated at 37 °C with leptin (2ug/mL) or DMSO for 2 or 15

minutes before washes and snap-freeze. For kinome analysis, STK microarrays were purchased
from PamGene International BV (STK pamchips). Sample incubation, detection, and analysis were
performed in a PamStation 12 according to the manufacturer's instructions and previously
described (Rabhi et al., 2018).

Fluorescent leptin internalization assay and immunofluorescence on primary culture
Tanycytes were seeded on poly-L-lysine-coated glass coverslips (10ug/ml) and incubated in TDM

(DMEM/F-12 (#11039, ThermoFisher), 1% L-glutamine (#25030-024, ThermoFisher), 2%
penicillin-streptomycin (#P4458, Sigma), insulin (1/1000, #5500, Sigma), putrescin (1/500,

#P5780, Sigma)) for 24 hours before the experiment. Tanycytes were incubated for the indicated

amount of time at 37 °C with either bioactive fluorescent leptin (F-leptin, 125 nM, Cisbio Bioassays)
or with fluorescent leptin antagonist (LAN, 125 nM, Cisbio Bioassays) both diluted in TDM. Cells
were then fixed for 20min at 4 ° C with 4% paraformaldehyde (PFA, v/v in PBS) and washed 3 times
with PBS 1X. For cointernalization assay, tanycytes were incubated with F-leptin and XPA antibodies
(5ug/ml in TDM, Xoma Laboratories) for 5 min, washed and fixed. Cells were then washed and
permeabilized with 0.1 % Triton-X100 (v/v in PBS) for 5 min at room temperature. Antibodies were
all diluted in PBS with 3% BSA and incubated for 45 min at room temperature. Cells were either
incubated with primary anti-EEA1 antibodies (Santa Cruz; 1/200; #11212) followed by the
Alexa488-conjugated anti-goat antibodies (Invitrogen ; 1/1000; #A-11055) or Alexa488-
conjugated anti-human antibodies (Invitrogen ; 1/1000; #A-11013) to stain XPA antibodies.
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Fluorescent leptin release assay on primary culture
Tanycytes were incubated for 15 min at 37 °C with either F-leptin (125 nM, Cisbio Bioassays) or

LAN (125 nM; Cisbio Bioassays). Cells were washed with TDM, incubated with TDM for the indicated

amount of time and fixed for 10 min at 4°C with 4% PFA. To assess the role of MAPK pathway,
tanycytes were pre-incubated for 30 min with the MAPK inhibitor U0126 (10 puM in TDM; #9903;
Cell signaling technology). F-leptin uptake and release was performed in the presence of U0126.
To check for LAN release with EGF, EGF-TRITC (10 ng/ml; #3481; Molecular probes) was added

during the chase.

ELISA
To quantify leptin release, tanycytes were cultivated in 10 cm Petri dish and incubated with

recombinant leptin (62.5 nM, Protein Rehovot Laboratory) diluted in TDM for 15 min at 37 °C. Cells
were then washed and incubated with TDM to chase leptin for the indicated amount of time. Leptin
in the medium as well as leptin remaining in cells were quantified by Elisa assay according to the
manufacturer’s instruction (#MOBOO ; R&D systems). Leptin secretion was expressed as a percent

of total leptin.

Image acquisition and analysis
Cells were observed under a confocal microscope TCS SP5 (Leica microsystems) and images were

acquired according to Nyquist parameters using a 63x (NA 1.4) oil immersion objective. Single

plane images were analyzed using the open source Icy software (http://icy.bioimageanalysis.org/).

The cell periphery was manually delineated using phase contrast images and object-based
segmentation using wavelet transform algorithm (spot detector plugin) was performed to detect
vesicles in each channel. Objects were considered colocalized if the distance between their centroid
was less than or equal to 3 pixels. EEA1 segmentation was used to estimate amounts of Leptin in
EEA1 compartments and percent of total leptin in EEA1 determined by normalizing the integrated

intensity of leptin in EEA1 to total leptin in cells.

Cells lines
HEK293T (human embryonic kidney) cells were grown in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s

medium; Gibco, life technologies) with 4500 mg/I glucose and 10% fetal calf serum (Invitrogen) in
a 10% CO2 humidified atmosphere at 37 °C. HEK293T cells were transiently transfected (48h) with
jetPEl (Polyplus-transfection), with a mock pCDNA3 vector or LepR or EGFR expressing pCDNA3

plasmids.

Western Blot on primary cultures and cell lines
Cell lysates (in Laemmeli buffer supplemented with 30mM DTT, 2mM orthovanadate and 10mM

NaF) were separated by SDS/PAGE, transferred to nitrocellulose membranes and immunoblotted
with anti-phospho-tyrosine (Tyr-705) STAT3 and anti-STAT3 antibodies (Cell Signaling), anti-
phospho-tyrosine (Tyr-204) ERK1/2 (SantaCruz) and anti-ERK2 (Proteintech) antibodies, anti-FLAG
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tag (Sigma), or XPA (Xoma Laboratories). Western Blots were scanned on the Odyssey infra-red

Imaging System (Licor).

Co-Immunoprecipitation
HEK293T cells were transfected with a Flag-EGFR-expressing vector either with LepR-YFP or an

empty vector. 48h later, cells were harvested in lysis buffer containing Tris-EDTA-magnesium-1%
Triton X-100 and solubilized for 2 hr (4°C, under rotation), centrifuged (14,000x g, 45 min), and
supernatants were subjected to immunoprecipitation with 2 pyg of antibody anti-GFP (Roche); 4 hr,
4°C, under rotation. Protein G beads (Sigma-Aldrich) were then added, and after a 2 hr incubation,
the samples were washed in the 0.1% Triton X-100 buffer by repeated centrifugation (1,000x% g,
5 min). The remaining pellet was resuspended in Laemmli buffer (62.5-mM Tris/HCI pH 6.8, 5%
SDS, 10% glycerol, and 0.005% bromophenol blue), denaturated by heating (95°C, 5 min), and
subjected to SDS-PAGE analysis.

Proximity ligation assay
Tanycytes or brain slices were fixed in 4% paraformaldehyde for 15 min, permeabilized and

saturated with Triton X100 (0.3%) & 5% Horse Serum/PBS solution for 1 h. Primary antibodies (anti-

mLepR goat and anti-EGFR rabbit) were incubated at 4 °C overnight. PLA was performed by the use
of a Duolink® In Situ Red Starter Kit Goat/Rabbit (Sigma-Aldrich) according to the manufacturer’s

protocol. For negative controls, the whole process was performed with only one primary antibody.

Bioluminescence resonance enerqy transfer (BRET)-based LepR biosensor
HEK293T cells were transiently transfected in 12-well plates with 40 ng of LepR-Luciferase plasmid

with increasing amounts of LepR-YFP plasmids. Cells were grown overnight and transferred into 96-
well-Optiplates (PerkinElmer Life Sciences), pre-coated with 10 yg/mL poly-I-lysine (Sigma), where
they were grown for additional 24 h. The next day cells were stimulated with leptin, XPA or vehicle
for 30min at 37°C. After washing with PBS, Coelenterazine (Interchim France), a Luciferase
substrate was added and cells were subjected to measurement of emission at Luciferase and YFP

wavelength on a plate reader Tecan F500 (Tecan; Mannedorf, Switzerland).

TR-FRET binding assay
TR-FRET assays are based on the energy transfer between a fluorescently labeled donor molecule

(the long-lived fluorophore Terbium cryptate (Tb)) and a fluorescently labeled acceptor (d2). In order
to covalently label cell surface EGFR or LepR, with the Th, the receptor is fused to the SNAP enzyme
that can be covalently labeled with the Tb fluorophore at a stoichiometry of 1Tb per 1SNAP-receptor,
using a suicide enzyme substrate-Th. 48 hours post-transfection, HEK293T cells, expressing SNAP-
EGFR +LepR or SNAP-LepR +EGFR, and previously plated in P96-well plates pre-coated with
10 ug/mL poly-I-lysine (Sigma), are incubated with 100 nM of Tb-SNAP substrate in Tag-lite labeling
medium (Cisbio Bioassays; 1h, 4°C). After several washes, cells are treated with several doses of

leptin-d2 or EGF-d2 (CisbioAssays) respectively. For each concentration, non-specific binding was
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determined by adding an excess of unlabeled leptin or unlabeled EGF (200-500nM). Regarding the
binding data analysis, the Bmax signal and the equilibrium dissociation constant (Kp) values were
obtained by fitting the specific binding data points (triplicate) with one-binding site model using the
GraphPad Prism software (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).

Statistics
Results are given as mean * standard error mean (SEM). Samples or animals were excluded

whether their values were outside the + 2-fold standard deviation, or whether an objective
experimental failure was observed; studies were not blinded to investigators or formally
randomized. To test if the populations follow a Gaussian distribution, a normality test was
performed (Kolgomorov-Smirnov test for n between 5-7; Shapiro-Wilk test for n >7). For normal
distributions, parametric test was used; for two population comparisons, an unpaired t tests (two-
tailed for treatment and phenotyping experiment, one-tailed otherwise) were used as indicated in
figure legends (Charan and Biswas, 2013; Fay and Gerow, 2013; Student, 1908); for multiple
comparison test, a one-way or two-way ANOVA followed by Sidak post hoc multiple comparison test,
was performed. For non-Gaussian distributions was used; Mann-Whitney test were used for two
comparison test, and Kruskal-Wallis followed by Dunn post hoc test for multiple comparison. Data
analysis was performed using GraphPad Prism Software Version 7 (GraphPad, San Diego, CA). The

threshold for significance was p<0,05.
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Etude 3 : Implication des endozépines centrales dans
I'amélioration de phénotype d’obésité induit par un régime gras

I. Introduction

L'homéostasie énergétique, qui correspond a I'équilibre entre l'apport alimentaire et la dépense
énergétique, est étroitement régulée par le systéme nerveux central. Les informations
nutritionnelles, hormonales et neuronales de la périphérie sont intégrées de fagon centrale par
I'nypothalamus et le tronc cérébral, puis relayées aux circuits de récompense. Jusqu'a présent, la
plupart des recherches sur la régulation de I'noméostasie énergétique se sont concentrées sur
l'implication de la signalisation neuronale alors que le réle des cellules gliales reste peu exploré.
Notre vision des cellules gliales a considérablement évolué au cours des derniéres décennies. Ces
cellules sont maintenant reconnues comme des partenaires des neurones qui contribuent a la
physiologie normale du cerveau, y compris celle de I'nypothalamus (Clasadonte and Prevot., 2018 ;
Garcia-Caceres et al., 2019 pour revue).

De nouveaux éléments suggerent que la glie joue un rble important dans la régulation du
comportement alimentaire et le contrdle du bilan énergétique (Garcia-Caceres et al., 2019;
Dallaporta et al., 2010 pour revue). En particulier, des changements dans la structure gliale sont
observés dans I'hypothalamus pendant le développement de I'obésité, tant chez les rongeurs
(Douglass et al., 2017 ; Garcia-Caceres et al., 2010 ; Langlet et al., 2013 ; Thaler et al., 2012 ;
Zhang et al., 2017) que chez les primates non humains (Grayson et al., 2010). Ces altérations,
caractéristiques de l'astrogliose, entrainent une hypertrophie cellulaire, une prolifération accrue et
une expression accrue des protéines des filaments intermédiaires astrocytaires (c.-a-d. la protéine
acide fibrillaire gliale [GFAP], la nestine et la vimentine). Ces changements astrocytaires dans
I'nypothalamus des animaux obéses modifient a leur tour l'activité synaptique des neurones a
mélanocortine, en augmentant la couverture gliale et en réduisant ainsi la réception des
informations humorales de la périphérie (Garcia-Caceres et al., 2016 ; Horvath et al., 2010).
Plusieurs études ont également montré que les astrocytes eux-mémes étaient sensibles aux
facteurs humoraux liés a la régulation de I'noméostasie. L'injection intracérébroventriculaire
chronique de leptine modifie I'expression astrocytaire de protéines structurales comme la GFAP et
la vimentine (Garcia-Caceres et al., 2010) ainsi que le glutamate et les transporteurs du glucose
(Fuerte-Martin et al., 2012). Récemment, en utilisant une suppression inductible au tamoxiféne du
récepteur de la leptine (LepR) dans les astrocytes, Kim et ses collegues (Kim et al., 2014) ont
rapporté que la modulation de la couverture gliale des neurones de la mélanocortine dépend, du
moins en partie, de la sensibilité des astrocytes eux-mémes. De plus, nos connaissances sur le
transport et les effets de la leptine dans le cerveau ont récemment évolué (Friedman, 2015). Dans
I'EM, les tanycytes, un autre type de cellules gliales, expriment des LepR, capturent la leptine de la
circulation sanguine et la libérent dans le fluide cérébrospinal (LCR ; (Balland et al., 2014)).

Au cours des années 70, dans le but de comprendre les mécanismes impliqués dans I'action des
benzodiazépines, endorphines et opiacés, il a eu de nombreuses recherches concernant les ligands
naturels des récepteurs aux benzodiazépines, regroupés sous le nom d’ « endozépines ». Parmi les
études pionniéres, I'une d’entre elles a montré I'existence d’un inhibiteur de fixation du diazépam
(DBI) dans le cerveau de rat. L'octadécaneuropeptide (ODN) et son octapeptide C-terminal (OP),
sont dérivés de ce polypeptide de 86 acides aminés (Farzampour et al., 2014 ; Tonon et al., 2019
pour revue). Dans le cerveau, les niveaux les plus élevés d'immunoréactivité ODN ont été détectés
dans les cellules gliales (astrocytes, épendymocytes et tanycytes) de I'hypothalamus (Tonon et al.,
1990) et du tronc cérébral (Guillebaud et al., 2017).
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L’ODN a suscité un grand intérét au cours de la derniére décennie, en raison de son puissant effet
anorexigéne décrit chez les rongeurs et les poissons rouges (De Mateos-Verchere et al., 2001 ;
Matsuda et al., 2007) et de sa capacité a améliorer la tolérance au glucose (Lanfrey et al., 2013).
Il est intéressant de noter que la capacité de I’'ODN et de I'OP a réduire l'apport alimentaire chez
les rats et les souris semble étre indépendante de la liaison aux récepteurs des benzodiazépines
et repose plutdt sur un récepteur métabolotropique couplé a la phospholipase C (do Rego et al.,
2007). Malgré le fait que l'injection centrale d'ODN modifie la transcription des neuropeptides liés
a I'noméostasie énergétique, comme celle de la MSH, dérivé de la POMC, on ne sait que peu sur
leur mode d'action et leurs cibles cellulaires.

Dans ce contexte, nous avons congu la présente étude pour identifier les mécanismes sous-jacents
a l'action anorexigéne des endozépines et pour étudier leur effet curatif potentiel dans le cadre de
l'obésité induite par une alimentation riche en graisses.

Cette étude a été réalisé en collaboration (Co-premier auteur). L’article est actuellement soumis au
journal « Molecular Metabolism ».
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I1. Résultats

1. ODN is Expressed by Glial Cells in Brain Structures Related to Food Intake
Labeling of mouse brain sections with an ODN antibody revealed the presence of strong

immunoreactivity within both the hypothalamus and the dorsal vagal complex (DVC) (Figures 1). At
the hypothalamic level, ODN immunoreactivity was observed in the ARC and ventromedial
hypothalamus (VMH; Figures 1A and 1C). In the ARC and VMH, ODN labeling was associated with
GFAP-positive protoplasmic astrocytes (Figures 1C, 1E-F) and vimentin-positive tanycytes lining the
third ventricle (3V; Figures 11 and 1K). In coronal sections of the caudal brainstem, ODN
immunoreactivity displayed a striking pattern, with a distinct subregional distribution in the DVC
(Figure 1B and 1D). Indeed, the area postrema (AP), the commissural part of the nucleus tractus
solitarii (NTS), and the interface between the AP and the subpostremal NTS appeared highly labeled
throughout their rostrocaudal extent, whereas only weak ODN labeling was observed in other
regions of the NTS and the dorsal motor nucleus of the vagus nerve (DMNX; Figures 1B and 1D).
Within the NTS, ODN-immunoreactive cells exhibited typical features of differentiated protoplasmic
GFAP- expressing astrocytes (Figures 1G). Along the AP-NTS interface, ODN labeling was also
localized within GFAP- and vimentin-positive processes (Figures 1H, 1J-L), previously described as

limited to tanycyte like cells [25], [26].
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Figure 1: ODN expression within astrocytes and tanycytes of the hypothalamus and brainstem

(A-B) Low magnification photomicrographs of ODN labeling performed on mice forebrain (A) and brainstem
(B) coronal sections. Scale bars: 800 um.
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(C-D) Representative photomicrographs of ODN (green) and GFAP (red) double-labeling performed on mouse
hypothalamic (C) and brainstem (D) coronal sections. Scale bars: 100 pm.(E-H) High magnification
photomicrographs of ODN (green) and GFAP (red) double labeling performed on mice hypothalamic (E-F) and
brainstem (G-H) coronal sections illustrating the presence of double-labeled cells. Scale bars: 100 uym.

(I-L) Representative photomicrographs of ODN (green) and vimentin (red) double labeling performed on mice
hypothalamic (I, K) and brainstem (J, L) coronal sections. AP, area postrema; ARC, arcuate nucleus; cc, central
canal; ME, median eminence; NTS, nucleus tractus solitarii; VMH, ventromedial hypothalamus; 3V, third
ventricle. Scale bars: 300 uminland J, 50 um in K and L.

2. DBI Transcripts are enriched in tanycytes bordering the 3V and the 4V

Real-time (RT)-PCR amplification of DBl mRNA confirmed the expression of DBI transcripts in
hypothalamic and DVC tissues as well as in primary glial cell cultures prepared from these two
central structures (Figure 2A). To further explore the putative enrichment of DBI expression in
tanycytes of the tuberal region of the hypothalamus and the DVC, we verified the expression profile
of the DBI transcripts in tanycytes bordering the 3V and the 4V isolated by fluorescence-activated

loxP-STOP

cell sorting (FACS). Cre-mediated Tomato expression in tdTomato mice was performed

using TAT-Cre injection in the 39 or 41 ventricle. RT- PCR analysis of FACS-isolated cells revealed
that Tomato-expressing cells abundantly expressed the tanycytic markers DARPP-32 [27] and/or
GPR50 ([28]; Figure 2B) and were markedly enriched in DBI transcripts relative to Tomato-negative
cells (Figure 2C).
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Figure 2. DBI mRNA expression in tanycytes

(A) RT-PCR amplification of DBI mRNA from either hypothalamus (Hyp) or dorsal vagal complex (DVC) extracts
or cultured glial cells from each structure.

(B) Tanycyte isolation by FACS and RT-PCR analysis of DBl mRNA in Tomato-positive (red bars) and -negative
cells (white bars) in mice injected with TAT-Cre in the 3V (n = 8) or 4V (n = 6). *p < 0.05, significantly different
from Tomato-negative cells.

(C) PCR analysis of DARPP-32 and GPR50 mRNA expression in tomato-positive (red bars) and -negative (white
bars) cells isolated by FACS from mice injected with tat-cre in the third ventricle (n = 8) or in the fourth
ventricle (n = 6). *P < 0.05 and ***P < 0.001, significantly different from tomato-negative cells.
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3. Endozepines Modify Food Intake and Meal Patterns

Icv ODN injection (2 pug/mouse) decreased spontaneous food intake (Figures 3A and 3B) as early
as the 0-1.5 h post-treatment interval. Additionally, a single icv administration of OP (0.5 and 2
pug/mouse) dose-dependently decreased daily food intake (Figures 3A and 3B). The ODN and OP
effects on meal patterns were observed during the 0-6 h post-treatment interval (Figure 3C). During
this period, both peptides significantly reduced meal size and meal number and increased post-
meal interval duration without modifying meal duration (Figure 3C). Consequently, satiety ratios
(the post-meal interval divided by the size of the meal) were significantly increased for ODN and OP
during the same trial period (Figure 3C). Since the ODN fragment OP was as efficient as ODN in
inducing anorexia, only OP was included in the following experiments. The consumption of a non-
nutritive substance i.e. kaolin, a behavior known as pica, serves as a model for the study of
nausea/emesis in rodents. While mice treated with lithium chloride (150 mg / kg) consumed 0.21
+/-0.04 mg / 24 h of kaolin, 2 ug OP did not cause a significant increase in kaolin intake (0.09 +/-
0.08 mg / 24 h) compared to control condition (0.10 +/- 0.05 mg / 24 h, Figure 3D). Importantly,
OP (2 yg/mouse, icv) did not affect total locomotor activity during the dark phase (Figure 3E). The
MRNA expression profile of the endozepines precursor DBI in fed and fasted animals was then
determined. Fasting for 24 h was shown to strongly reduce DBl mRNA expression within both the
hypothalamus and the DVC. Refeeding for 2 h restored initial levels of DBl mRNA expression (Figure
3F).
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Figure 3. Glial Endozepines Affect Food Intake Patterns

(A-B) Cumulative food intake measured over a 24 h period in mice administered NaCl, ODN (2 ug), or OP (0.5
and 2 ug). In B, the dark period is represented by a shaded box. *p < 0.05,
**p < 0.01, ***p < 0.001, significantly different from NaCl-treated mice.

(C) Analysis of meal pattern calculated on three time intervals (0-6 h, 6-12 h and 12-24 h) after NaCl, ODN
or OP (2 pg) injection. *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P<0.001 significantly different from NaCl-treated mice.
(D) Kaolin intake and regular chow intake measured 24 h after NaCl, OP (icv 2 pg) or lithium chloride (LiCl, ip

150 mg/kg BW) administration. Kaolin intake: **p < 0.01, significant difference from NaCl-treated mice.
Normal chow intake: ***p < 0.001, significantly different from NaCl-treated mice. ns: non-significant
difference.

(E) Total locomotor activity measured during the dark period in mice administered icv NaCl (white bars) or OP
(2 pg; black bars). ns: no significant difference between NaCl and OP- treated mice.

(F) Quantification of DBI transcript expression within the hypothalamus and DVC of control (white bars), 24 h
fasted (grey bars) and 2 h refed (black bars) mice. **p < 0.04, ***p < 0.001.
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4. OP Targets Prototypical Anorexigenic Neuronal Pathways
We used immunohistochemical detection of the immediate early gene c-Fos as an indicator of

central structures activated in response to OP treatment. A markedly low basal level of c-Fos-
positive nuclei was observed in the brainstem and forebrain of NaCl-treated mice (Figures 4A and
4B). Animals treated with OP (2 ug/mouse, icv) displayed c-Fos labeling in a limited number of
structures. A strong rise in c-Fos-positive cells was observed only in hypothalamic and brainstem
nuclei (Figures 4A, 4B). At the brainstem level, the NTS, AP, and DMNX were found to be strongly
labeled as early as 1.5 h post-treatment and labeling remained high 3 h post-treatment. In
particular, c-Fos-positive cells displayed a striking concentration in the AP and subpostremal NTS
at 1.5 h post-treatment and were more widely distributed 3 h after treatment (Figures 4A, 4B and
4C-D). In the hypothalamus, the number of c-Fos-positive nuclei increased in the paraventricular
nucleus of the hypothalamus (PVN), ARC, ME, and VMH, which were activated as early as 1.5 h
following the central injection of OP (Figures 4A, 4B). The different hypothalamic nuclei appeared
labeled throughout their rostrocaudal extent, with a high proportion of c-Fos-labeled cells lining the
3V at the level of the ARC and VMH (Figures 4E and 4F).

The use of POMC-GFP transgenic mice revealed that OP administration (2 pg) moderately increased
the number of POMC neurons positive for c-Fos in both the NTS and ARC (Figures 5A and 5B).
Approximately 27% and 6% of POMC neurons were found to be immunoreactive for ¢-Fos within the
NTS and the ARC, respectively, at 1.5 h post-treatment (Figure 5B). Whole-cell patch-clamp
recordings performed on hypothalamic slices revealed that bath application of OP (100 nM) led to
membrane depolarization and action potentials in ~33% of tested POMC neurons (3/9 cells;
depolarization: 7.1 £ 1.9 mV; Figures 5C and 5D). The OP concentration used here (i.e 100 nM)
was determined from previous data showing reduction of food intake obtained with OP injection
into the arcuate nucleus [22].

Given, the weak proportion of OP-sensitive POMC neurons observed by c-Fos labeling
suggests that alternative anorexigenic neurocircuits could be recruited by OP in vivo. In accordance
with this hypothesis, the number of nesfatin-1/NUCB2 neurons labeled for c- Fos in the NTS and
PVN was greatly increased by OP treatment (Figures 5E and 5F). The percentage of nesfatin-
1/NUCB2 neurons double-labeled for c-Fos was ~25-30%. Moreover, these nesfatin-1/NUCB2-
positive cells accounted for ~50% of the entire c-Fos-positive cell population (Figure 5G). Double
immunolabeling for c-Fos and glucagon-like peptide-1 (GLP-1) or c-Fos and tyrosine hydroxylase
(TH) performed at the brainstem level revealed that a significant proportion of these two neuronal
populations approximately 15-30% of GLP-1 neurons (Figure 5H) and 40% of TH neurons (Figure

Bl) were also immunoreactive for c-Fos after OP treatment.
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Figure 4. Identification of OP-sensitive structures and cells

(A) Representative coronal sections illustrating the c-Fos labeling observed within brainstem and
hypothalamic regions of mice treated with icv NaCl (left panel), animals sacrificed 1.5 h (middle panel) or 3
h (right panel) after treatment with icv OP (2 ug). AP, area postrema; ARC, arcuate nucleus; cc, central canal;
NTS, nucleus tractus solitarii; PVN, paraventricular nucleus; VMH: ventromedial hypothalamus; 3V, third
ventricle. Scale bar: 100 ym.

(B) Quantification of the number of c-Fos-immunoreactive nuclei observed within the brainstem and
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hypothalamic structures 1.5 and 3 h after treatment with either NaCl or OP (2ug). **p < 0.01, ***p <

0.001, significantly different from NaCl-treated mice. ##p < 0.01, ###p < 0.001, significant difference
between 1.5 and 3 h post-treatment. ns: non-significantly different between 1.5 and 3 h post-treatment.
(C-F) 3D reconstructions of c-Fos-positive cells in the DVC (C, D) and hypothalamus (E, F)

1.5 h (C, E) and 3 h (D, F) after OP (2 ug) treatment. The boundaries of the 3V and 4V appear in yellow
whereas the AP boundaries are drawn in grey. AP, area postrema; ARC, arcuate nucleus; cc, central canal;
NTS, nucleus tractus solitarii; PVN, paraventricular nucleus; VMH, ventromedial hypothalamus; 3V, third
ventricle; 4V, fourth ventricle.
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Figure 5. OP activates anorexigenic pathways.
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(A) Representative photomicrographs of POMC (green) and c-Fos (red) double-labeling performed on
brainstem coronal sections of mice treated with NaCl (left panel) or OP (2 ug, right panel). Arrow double-
labeled cells. Scale bar = 150 um.

(B) Percentage of POMC neurons expressing c-Fos 1.5 and 3 h after icv OP (2 ug) treatment relative to the
entire POMC group (black plots) and to the c-Fos-positive population (red plots). Quantifications were
performed at the ARC (diamonds) and NTS (squares) levels.

(C-D) Hypothalamic slice under 470 nm illumination showing POMC-GFP neurons within the ARC observed
prior to electrophysiological recordings (C, upper panel) and after the complete dialysis of Alexa Fluor 594
from the intracellular patch pipette (C, lower panel). Scale bar = 10 ym. (D) Current-clamp recording of POMC
neurons showing that OP application (100 nM, the arrow indicates the beginning of OP perfusion) led to
membrane depolarization and action potentials discharge (upper trace). Current-clamp recording of an
arcuate POMC neuron with no response after bath application of OP (middle trace). Voltage- clamp recording
of spontaneous inhibitory post-synaptic currents (IPSCs, holding potential: -60 mV) illustrating the effect of
OP (100 nM) on the frequency and amplitude of IPSCs (lower trace). Neither the frequency nor the amplitude
of the IPSCs was significantly altered between controls (frequency, 1.38 + 1.19 Hz; amplitude, 84.64 + 9.23
pA; n = 3) and during OP applications (frequency, 1.01 + 0.69 Hz; amplitude, 79.56 + 18.81 pA; n = 3; p >
0.05, paired sample Wilcoxon Signed Rank test).

(E-F) Representative photomicrographs of nesfatin-1/NUCB2 (green) and c-Fos (red) double- labeling
performed on hypothalamic (E) and brainstem (F) coronal sections of mice treated with NaCl or OP (2 pg, icv).
Arrows indicate double-positive cells. NTS, nucleus tractus solitarii; PVN, paraventricular nucleus. Scale bar
=100 pm.

(G) Percentage of nesfatin-1/NUCB2 (Nesf-1) neurons expressing c-Fos 1.5 and 3 h after OP (2 ug, icv)
treatment (black plots) and proportion of Nesf- and c-Fos-positive neurons relative to the entire c-Fos-positive
population (red plots). NTS, nucleus tractus solitarii; PVN, paraventricular nucleus

(H-1) Percentages of neuronal phenotype, i.e. GLP-1 neurons (H) and TH (I) found activated

1.5 and 3 h after OP (2 pg, icv) treatment (black plots) and proportion of these neuronal phenotypes in regard
to the entire c-Fos-positive population (red plots).

5. Chronic OP Treatment Reverses HFD-induced Obesity
We next sought to determine whether the anorexigenic effect of OP treatment could reverse diet-

induced obesity, known to be characterized by resistance to peripheral leptin. We first observed
that 10 weeks of a HFD significantly reduced DBI mRNA expression in the hypothalamus and DVC
(Figure BA). Next, we investigated the impact of acute icv OP treatment on food intake during a 24-
h period in mice fed a HFD or normal chow (NC). OP (2

pug/mouse) reduced food intake within 3 h of treatment (Figures 6B and 6C), an effect that was
seen to vanish after 6 h in mice on NC, whereas reduced food intake was observed for more than
12 h in HFD-induced obese mice (Figure 6B).

Chronic icv OP treatment (13 days; 2 ug/mouse/day) promoted body weight loss (Figures 7A and
7B) and reduced food intake (Figures 7C and 7D) in both NC- and HFD-fed mice. Over the 13-day
treatment, the loss in body weight was not significantly higher in animals on a HFD than in NC-fed
mice (Figure 7B). At the mRNA level, chronic OP treatment restored the expression of POMC,
NUCB2, and GLP-1 which had been dysregulated by the HFD within the hypothalamus and/or the
DVC (Figures 7E and 7F). Interestingly, chronic OP treatment also restored the expression of DBI
MRNA which had been suppressed by HFD (Figures 7E and 7F).

Obesity is often associated with glucose intolerance and endozepines have been shown to
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improve glucose tolerance [22]. Ten-week HFD mice showed impaired glucose tolerance relative to
NC mice (Figures 8A and 8B) and chronic 13-day OP treatment significantly improved this condition
(Figures 8C). Moreover, chronic OP treatment restored fasting glycaemia in HFD mice (Figure 8D).

Finally, differences in fat pad deposition levels between NC and HFD groups were observed
in both gonadal adipose tissue (GAT) and retroperitoneal adipose tissue (RPAT). OP administration
reduced fat pad weights, especially in RPAT (Figure 9A). While HFD consumption resulted in
noticeable enlargement of adipocytes, chronic OP treatment considerably reduced their size in
RPAT (Figures 9B and 9C). In agreement with these results, OP treatment reduced liver weight gain
(Figure 9D) and steatosis in HFD mice, as revealed by Oil Red O staining and histochemical analysis
(Figures 9E and 9F).
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Figure 6. Effects of central acute OP injection on HFD-fed Mice.

(A) Quantification of DBI mRNA expression within the hypothalamus (Hyp) and DVC of NC- (black bars) and
HFD-fed mice (red bars). *p < 0.05, significantly different from control NC-fed mice.
(B-C) Food intake (B) and cumulative food intake (C) measured over a 24 h period in NC- or HFD-fed mice
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administered either with icv NaCl or OP (0.5 and 2 pg). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 significantly

different from respective NaCl-treated mice. #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 significant difference
between NC- and HFD-mice treated with OP (2 ug).
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(A) Difference from initial body weight measured from day 1 to 13 after icv injection of either saline or OP (2
pg/day) in NC- (left panel) or HFD-fed mice (right panel).

(B) Final body weight measured on day 13 after icv injection of NaCl or OP (2 ug/day) in NC- or HFD-fed mice.
In B: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, significantly different from respective NaCl-treated mice. In C

and D: **p < 0.01, significantly different from NC/NaCl- treated mice; " p < 0.001, significantly different
from HFD/NaCl-treated mice. ns: no significant difference between NaCl and OP-treated HFD-fed mice.
(C-D) Daily cumulative food intake (C) and total food intake (D) measured from day 1 to 13 following icv
injection of either NaCl or OP (2 ug/day) in NC- (left panel) and HFD-fed mice (right panel).

(E-F) PCR quantification of food intake related peptides mRNA within the hypothalamus (E) and DVC (F) of
NC- and HFD-fed mice treated either with NaCl or OP (2 pg, icv). *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P<0.001

significantly different from NC/NaCl-treated mice. #P < 0.05 significantly different from HFD/NaCl-treated
mice.

450 + 450 #
—e— NC, NaCl (n=7) —o— HFD, NaCl (n=7)
400 4 400 4 AN
--0-- NC, OP 2 ug (n=7) —e— HFD, OP 2 g (n=10)

350 1 ' >
T 3004 3
(2 ()]
E 250 E
8 ol
§ 200 %
S 150 S
0] )

100 4

50 4 50 4
04— r x : . 04— r . v .
05 20 60 90 120 05 20 60 90 120
Time (min) Time (min)
W NC, NaCl (n=7) [ HFD, NaCl (n=7)
ONC, OP 2 pg/day (n=7) W HFD, OP 2 ug/day (n=10)

C i s D

*% *
140000 —4m8M8— 20000 1
18000
R # £ 160001 £
E 100001 S 140001 3
© < 12000 S
— 80001 ns 5 E
3 3 10000- = 5
£ 60007 £ 80001 zE
© 40004 & 6000 L
2 ) 2 4000 e
<000 20001
0 0-

Figure 8. Chronic OP administration reverses HFD-induced hyperglycemia

(A-B) Time-course changes in blood glucose level after per os glucose administration (1.5 g/kg) measured at
day 13 after icv injection of either NaCl or OP (2 ug/day) in NC- (A) or HFD-fed mice (B).

(C) Quantification of area under the curves (AUC) measured at 60 min (left panel) and 120 min (right panel)
after per os glucose administration.

(D) Glycemia measured 3 h after fasting. *p < 0.05, **p < 0.01, significantly different from NC/NaCl mice;

#p < 0.05, significantly different from HFD/NaCl mice. ns: not significantly different from NC/NaCl-treated
mice.
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Figure 9. Effect of chronic central OP injection on obesity parameters.

(A-C) Weight of gonadic adipose tissue (GAT) and retroperitoneal adipose tissue (RPAT) measured in all test
groups at day 13 after icv of either saline (NaCl) or OP (2 ug/ day) in NC- or HFD-fed mice (A). (B)
Representative photomicrographs of RPAT histology in HFD/NaCl- and HFD/OP-treated mice. (C)
Quantification of adipocyte number per surface unit in RPAT of HFD/NaCl- and HFD/OP-treated mice. *P <

0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 significantly different from NC/NaCl-treated mice. P < 0.05, ##
< 0.01 and ###P < 0.001, significantly different from HFD/NaCl-treated mice. Scale bar: 100 uym.

(D-F) Liver weight measured in all test groups at the end of the treatment period (D). (E) Representative
photomicrographs of ORO staining observed in NC/NaCl-, HFD/NaCl- and HFD/OP-treated mice. (F)
Quantification of ORO positive inclusion number per surface unit in liver of NC/NaCl-, HFD/NaCl- and
HFD/OP-treated mice. * P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001 significantly different from NC/NaCl-

treated mice. #P < 0.05,significantly different from HFD/NaCl-treated mice. Scale bar: 100 um.

6. OP Fails to Reduce Food Intake and to Improve Glucose Homeostasis in Obese,
Leptin- deficient Mice

To shed light on the mechanisms whereby OP reduces food intake and reverses HFD-induced
obesity, we tested the potential interaction between OP and endogenous leptin. Acute OP treatment
(2 pyg/mouse, icv, 3 h) increased mRNA levels for the long form of the leptin receptor (LepRb) within
the hypothalamus, but not within the DVC, of wild-type (WT) mice (Figure 10A), whereas DBI mRNA
was upregulated in both the hypothalamus and DVC of leptin-deficient ob/ob mice relative to their
WT littermates (Figure 10B). Moreover, and in contrast to WT mice (Figure 3F), fasting failed to

promote any change in DBl mRNA levels in ob/ob mice (Figure 10C); however, refeeding induced
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the expression of hypothalamic DBI transcripts (Figure 10C). These results, together with previous
data showing that glucose replenishment prevents fasting-induced downregulation of hypothalamic
DBI transcripts in rodents (Lanfray et al., 2013), suggest that the lack of fasting effect in ob/ob
mice may be due to their high fasting glycemia (ob/ob 200 + 15 mg/dl vs. WT 113 + 9 mg/dl, p <
0.001), whereas changes in glucose and/or insulin levels induced by feeding remain, nevertheless,
capable of modulating hypothalamic DBI expression in these mice. We then evaluated the impact
of icv OP on ob/0ob mice and their WT littermate controls. Intriguingly, we did not observe a reduction
of food intake in response to OP (either at 2 uyg/mouse or 6 yg/mouse, icv) in this genetic mouse
model of leptin deficiency (Figure 10D). Brain endozepines were previously shown to modulate
blood glucose levels and take part in whole-body glucose homeostasis [22]. OP also failed to reduce
fasting glycemia or a glycemic response to oral glucose overload in ob/ob mice (Figure 10E).
Moreover, since OP was unable to induce c-Fos expression in the NTS, ARC, or VMH of ob/ob mice
(Figure 10F). Taken as a whole, these data raise the intriguing possibility that OP may require

circulating leptin to mediate its metabolic effects.
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Figure 10. OP fails to induce hypophagia in ob/ob Mice

(A) Leptin receptor (LepRb) mRNA expression within the hypothalamus (Hyp) and DVC 3 h after NaCl or OP (2
pg, icv) administration. ***p < 0.001, significantly different from NaCl- treated mice.

(B) DBI mRNA expression within the hypothalamus and DVC of WT or ob/ob mice. *p < 0.05, significantly
different from WT mice.

(C) Quantification of DBI transcript expression within the hypothalamus and DVC of control (orange bars),
24 h fasted (light grey bars), and 2 h refed (grey bars) ob/ob mice. **p < 0.01.

(D) Cumulative food intake over a 24-h period in WT and ob/ob mice icv administered either NaCl, OP (2 ug),
or OP (6 pg). **p < 0.01, ***p < 0.001, significantly different from NaCl- treated mice.

(E) Time course changes in blood glucose level after per os administration of glucose (1.5 g/kg) measured in
ob/ob mice after icv injection of NaCl or OP (2 pg). Quantification of areas under the curves (AUC) 60 min
after injections. ns: no significant difference between NaCl and OP-treated ob/ob mice.

(F) Representative photomicrographs of c-Fos labeling performed at the NTS, ARC, and VMH nuclei level of
WT (left panel) or ob/ob (right panel) mice treated with OP (2 pg), 1.5 h after injection. AP, area postrema;
ARC, arcuate nucleus; cc, central canal; NTS, nucleus tractus solitarii; VMH: ventromedial hypothalamus; 3V,
third ventricle. Scale bars: 100 uym.
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7. OP Induces STAT3 Phosphorylation in Leptin-sensitive Hypothalamic Neurons
in HED- induced, but Not Leptin-deficient, Obese Mice

To better elucidate the molecular mechanisms involved in the lack of OP effect on ob/ob mice, we

evaluated the activation of STAT3, a well-known physiological mediator of the effects of leptin.
Interestingly, we found that OP (2 ug/mouse) elicited robust STAT3 phosphorylation (pSTAT3)
within the ARC, VMH, and NTS in WT fed with NC (Figures 11A and 11B) or HFD (Figures 11C and
11D) mice but not in ob/ob mice (Figures 11A and 11B). Next, we used a submaximal dose of leptin
(i.e., 100 pg/kg; [29]), to examine the possible additive action of OP and leptin in WT mice. While
the co-administration of OP (2ug/mouse, icv) and leptin (100 ug/kg, intraperitoneal [ip]) induced
significantly more pSTAT3 when compared to leptin alone (Figure 11B), this combination did not
result in more pSTAT3 than did OP alone (Figure 11B). These results underline the lack of
synergistic effect of leptin and OP at these concentrations and further indicate that OP and leptin
act via a shared signaling pathway. Importantly, OP was found to induce pSTAT3 in 20 % of ARC
POMC neurons (Figure 11E).

8. OP Enhances Central Sensitivity to Peripheral Leptin

The absence of anorexigenic effect of OP in ob/ob mice (Figure 10D), associated with its inability
to induce c-Fos expression (Figures 10F) and STAT3 activation (Figure 11A and 11B) in these
animals, suggest that OP requires circulating leptin to mediate its anorectic action in the
hypothalamus. To test this intriguing hypothesis, we administered daily a submaximal dose of
exogenous leptin (100 ug/kg, ip) to ob/ob mice alone or in combination with OP (2 ug/mouse, icv)
for 7 days. We found that the leptin+OP combination was more effective at reducing food intake
(Figure 11F) and promoting weight loss (Figure 11G) than was leptin alone. After the seventh
injection, ob/ob mice treated with leptin+OP exhibited a weight loss of 9.4 + 1.2% compared to 2.6
+ 3.0% in ob/ob mice treated with leptin alone (p < 0.001; Figure 11G). To further test the
hypothesis that OP requires an interaction with circulating leptin to mediate its effect on energy
homeostasis, we assessed the effect of peripheral administration of the mouse super-active leptin
antagonist SLAN (highly stable point-mutated leptin; [30]) on OP action in WT mice on a NC diet.
SLAN (20 pg/mouse, ip) administered 30 min prior to OP (2 ug/mouse, icv) fully reversed the

anorexigenic effects of the endozepine (Figure 11H).
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Figure 11. OP potentiates the effects of a low leptin dose.

(A) Representative photomicrographs of pSTAT3 labelling in the ARC and VMH of WT treated with NaCl, leptin
(100ug/kg BW, ip) or OP (2 ug, icv) and ob/ob mice treated with OP (2 pg, icv). ARC, arcuate nucleus; VMH,
ventromedial hypothalamus; 3V, third ventricle. Scale bars = 100 um.

(B) Quantification of pSTAT3-positive cells within the VMH (upper panel), ARC (middle panel), and NTS (lower
panel) after NaCl, OP (2 ug, icv), leptin (100 pg/kg, ip), and OP (2

pg, icv)+leptin (100 pg/kg, ip) administration in WT mice and after NaCl or OP (2 pg, icv) administration in
ob/ob mice. It can be seen that the leptin concentration used here failed to significantly increase pSTAT3
within the VMH. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, significantly different from NaCl-treated mice; ##p <

0.01, ###p < 0.001, significantly different from leptin-treated mice. ns: non-significant.

(C) Representative photomicrographs of pSTAT3 labelling in the VMH, ARC, and NTS of HFD-fed mice treated
with NaCl or OP (2 ug, icv). Middle panels: High magnification of pSTAT3 labelling observed in the wall of the
3V. AP, area postrema; ARC, arcuate nucleus; cc, central canal; NTS, nucleus tractus solitarii; VMH,
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ventromedial hypothalamus; 3V, third ventricle. Scale bars = 250 ym; 100 um in middle panels.

(D) Quantification of pSTAT3-positive cells within the ARC and NTS after NaCl or OP (2

pg, icv) administration in HFD-fed mice. ***p < 0.0041, significantly different from NaCl- treated mice.

(E) POMC (green) and pSTAT3 (red) double-immunolabeling in the ARC of WT mice treated with NaCl or OP.
The arrow indicates a double-positive cell. ARC, arcuate nucleus; 3V, third ventricle. Scale bars = 20 ym.

(F) Daily food intake and (G) daily body weight variation in ob/ob mice treated with ip NaCl or leptin (100

ug/ke) and either icv NaCl or OP (2 ug). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ¥p < 0.05, ##p < 0.01, ###
< 0.001, significant difference between leptin alone and leptin+OP conditions. ns: no significant difference
between leptin alone and leptin+OP-treated mice.

(H) Cumulative food intake measured over a 24-h period in mice pre-treated with either ip NaCl or SLAN (20
pg) and then administered NaCl or OP (2 pg, icv). *p < 0.05, **p < 0.01,

***p < 0.001, significantly different from NaCl-treated mice. ns: no significant difference between
SLAN+NaCl- and SLAN+OP-treated mice.

9. Glucose and Insulin Regulate Tanycytic ODN Secretion
ODN being heavily expressed in tanycytes (Figures 1C and 1F), which are increasingly recognized

to function as glucose-sensing units [6], [31], we further explored the potential role of glucose in

regulating ODN secretion in tanycytes and whether insulin might play a role in this process by using
primary cultures of rat tanycytes. In contrast from what may have been expected from previous in
vivo studies showing that ODN expression and release is regulated by glucose in the hypothalamus
[22], switching tanycytes from a culture medium with low glucose (0.2 mg/ml) to high glucose (1.0
mg/ml) had no effect on DBI transcript levels (Figure 12A). Interestingly, however, after 20 min of
insulin treatment (5 pg/ml), tanycytes displayed increased DBl mRNA levels regardless of the
concentration of glucose in the medium (Figure 12A). Assaying ODN levels in the medium using
radioimmunoassay (RIA) revealed that, in accordance with the aforementioned studies performed
in living hypothalamic explants [22], glucose acts as a trigger for the release of ODN peptides by
tanycytes (Figure 12B). Consistent with the fact that insulin induces DBI transcripts (Figure 12A),

glucose-promoted ODN release is potentiated when tanycytes are treated with insulin (Figure 12B).
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Figure 12. Effect of Central OP Injection on Leptin Transport

(A-B) Quantification of (A) DBI mRNA expression and (B) ODN release in cultured tanycytes treated with insulin
(5 pg/ml) in the presence of low (0.2 mg/ml) or high (1.0 mg/ml) glucose concentrations. *p < 0.05,
significantly different from low glucose condition or between the presence and absence of insulin.
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(C) Representative Western blot and quantitative comparison of ERK activation in cultured tanycytes after
treatment with NaCl (Veh), OP (2 pg/ml) or EGF (20 ng/ml). *p < 0.05, *** p

< 0.001. significantly different from NaCl condition.

(D-F) Localization of Cy3-conjugated leptin in the ARC 30 min after its ip injection in saline (D) and OP-treated
mice (E, F). Note the presence of Cy3-leptin internalization in putative tanycytes lining the 3V in OP-treated
mice (E and F, arrows in F). ARC, arcuate nucleus. Scale bars =5 ym in D and E; 15 pm in F.

(G) Quantification of Cy3-conjugated leptin uptake within the ARC nucleus. *** p < 0.001, significantly
different from NaCl condition.

(H) Representative photomicrograph of dtTomato expression (right panels) in response to vehicle or TAT-Cre
injection in 3V. dtTomato expression is observed in vimentine-positive tanycytes (left panels). ARC, arcuate

nucleus; ME, median eminence; 3V, third ventricle. Scale bar = 200 ym.
loxP/loxP

(I) Representative photomicrographs of pSTAT3 labeling in the ARC, VMH, and DMH of LepR animals
treated with vehicle (left panel) or OP (middle panel) and of OP-treated mice exhibiting a specific LepR

deletion within tanycytes (LepRTAchre; right panel). ARC, arcuate nucleus; DMH, dorsomedial hypothalamus;
VMH, ventromedial hypothalamus; 3V, third ventricle. Scale bar = 200 um.

(J) Quantification of pSTAT3 immunoreactivity (pSTAT3-IR) in response to OP within hypothalamic nuclei of

. loxP/loxP . . . TAT-Cre . .
control animals (LepR ) and mice lacking LepR within tanycytes (LepR ). **p < 0.01, significantly

different from LepRlOXP/IOXP mice treated with OP. ARC, arcuate nucleus; DMH, dorsomedial hypothalamus;

VMH, ventromedial hypothalamus.
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10. OP Stimulates Tanycyte-mediated Leptin Transport

Since tanycytes are well poised to act as a conduit for circulating metabolic signals, including leptin,
into the hypothalamus [32], we next tested the intriguing possibility that OP may increase the
efficiency of leptin action on hypothalamic feeding circuits by facilitating the transport of blood-
borne leptin into the brain by tanycytes. This leptin shuttle has been shown to depend both on LepR
and ERK activities in tanycytes [15]. Therefore, we first explored the putative role of OP in tanycytic
ERK signaling in primary cultures. Similar to the erbB-1 ligand EGF (20 ng/ml), which was previously
shown to restore the passage of circulating leptin into the hypothalamus of mice with diet-induced
obesity [15], OP treatment (2 ug/ml) for 15 min was found to promote ERK phosphorylation in
primary tanycytes (Figure 12C). To further explore the potential role of OP in leptin transport in vivo,
we performed single ip injections of Cy3-labeled leptin (100 pg/kg) in the leptin-deficient ob/ob
mice 30 min after icv administration of NaCl or OP. Thirty minutes following Cy3-leptin injection,
Cy3- fluorescence in hypothalamic nuclei (i.e., the ARC and VMH) was higher in OP-treated mice
than in NaCl-treated control animals (Figures 12D-G). Interestingly, fluorescent spots were
observed in the cell bodies of ARC tanycytes lining the 3V to a greater extent in OP- than in NaCl-

treated animals (Figure 12F). Finally, selective LepR deletion in tanycytes via the stereotaxic

infusion of the TAT-Cre fusion protein into the 3V [6], [33] (Figure 12H) of LepRIOXP/lOXP mice fed
a NC diet abolished the ability of OP (2 ug, icv) to induce pSTAT3 in the hypothalamus relative to

vehicle-injected LepR'OXP/ loXP" jittermates (Figures 121 and 12J). Altogether, these data
demonstrate that the interaction of OP and LepR signaling pathways in tanycytes plays a key role
in regulating the shuttling of circulating leptin into the hypothalamus, which accounts for its action

on neuronal circuits regulating food intake and energy homeostasis.
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Figure 13. Hypothetical representation of the mechanisms leading to OP-induced reduction of food intake.

Tanycytes and tanycyte-like cells lining the 3V and 4V, respectively, constitute a diffusion barrier between the
fenestrated blood vessels located within the ME and AP and the CSF. Moreover, they participate in the
transport of leptin from the blood stream to the CSF. In basal conditions (left panel), leptin (blue dots) is
present at a low concentration within the CSF (pink area) and its diffusion within the cerebral parenchyma is
thereby limited. Upon OP icv injections (right panel), tanycytes and tanycyte-like cell activation may lead to a
strong increase in the transport of leptin to CSF, resulting in a larger diffusion of this hormone in adjacent
nuclei (i.e., ARC, VMH, and NTS; blue arrows). In turn, leptin-sensitive circuitries are strongly recruited within
these structures and may support the OP-induced reduction of food intake. Upper panel, frontal view of
hypothalamus; lower panel, dorsal view of DVC; red cells, ODN-positive cells; green cells, OP-activated cells
(c-Fos-positive) including ODN- positive and -negative cells; AP, area postrema; GLP-1, glucagon like peptide-
1; MSH, melanocyte-stimulating hormone; TH, tyrosine hydroxylase; Vs, blood vessels.
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III. Materials and Methods

Animals

Adult male C57BL/6J mice were purchased from Charles River Laboratories (L’Abresle, France).

Some mice received an HFD (60% fat; SSNIFF GmbH, Germany). Experiments were performed in

homozygous male C578L/6J-lep°b (ob/ob), POMC-Tau-Topaz green fluorescent protein (GFP)

loxP-STOP RloxP/loxP

transgenic mice [64], tdTomato ,orlLep mice (Jax Mice; Jackson Laboratories).
For acute OP injection and immunohistochemical studies, adult male C57BL/6J mice (12 to 15
weeks old) were housed in standard cages, maintained in a controlled environment (12 hours/12
hours light-dark cycle, 22 °C and 40-50% humidity) with free access to water and food (A04 pellets,
SAFE, Augy, France). For chronic OP injection, adult male C57BL/6J mice (5 weeks old) were divided
into 2 groups: Group 1 was fed with NC (AO4 pellets, SAFE, Augy, France), Group 2 was given a HFD
(45% fat, 13.2% protein and 41.8% carbohydrates) purchased from SSNIFF GmbH (Germany). Mice
were randomly selected and sorted into experimental groups. Body weight and food intake were
measured every week. After 10 weeks, mice underwent the implantation of a cannula in the lateral
ventricle. Experiments conformed to EC Council Directive (2010/63/UE) and the French “Direction
Départementale de la Protection des Populations des Bouches-du-Rhone” (animal housing facility

accreditation: N° D13 0556; animal experimentation accreditation: N° 13[1433).

ODN and OP Synthesis

Rat/mouse ODN (H-GIn-Ala-Thr-Val-Gly-Asp-Val-Asn-Thr-Asp-Arg-Pro-Gly-Leu-Leu- Asp-Leu-Lys-OH;
DBI(33-50)) and its C-terminal octapeptide OP (H-Arg-Pro-Gly-Leu-Leu- Asp-Leu-Lys-OH; DBI(43-50))

were synthesized as previously described [48].

Slice preparation and electrophysiology
Coronal slices containing the ARC (200 um thick) were cut with a Leica VT1000S in ice-cold (0-4

°C) low calcium/high magnesium artificial cerebrospinal fluid (aCSF) containing (in mM): 75 NacCl,
45 NaHCO3, 1.25 NaH2P0O4, 3 KCI, 0.5 CaCl2, 7 MgCI2, 15 glucose, 31 sucrose, 2 ascorbic
acid, 2 Na-pyruvate, 3 myo-inositol, pH 7.3-7.4, equilibrated with 95% 02/5% CO2. Slices were then
transferred in a submerged recovery chamber filled with a standard oxygenated aCSF at room
temperature containing (in mM): 115 NaCl, 26 NaHCO03, 1,25 NaH2P04, 3 KCl, 2 CaCl2, 2 MgCI2,
15 glucose, 2 ascorbic acid, 2 Na-pyruvate, 3 myo- inositol, pH 7.3-7.4. Slices were allowed to
equilibrate at least 1 h at room temperature before starting recordings. GFP-expressing POMC
neurons were identified via epifluorescence using a GFP filter set (470 nm excitation with a pE-100
CoolLED system, Scientifica) and patched under oblique infrared illumination (ScliceScope,
Scientifica). Patch electrodes were pulled from borosilicate glass capillaries (resistance of 4-5 MQ)
and filled with an internal solution supplemented with 10 uyM AlexaFluor 594 (Invitrogen). For

voltage-clamp recordings of spontaneous inhibitory postsynaptic currents (IPSCs), the internal
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solution in the patch- electrode contained (in mM): 135 KCI, 10 NaCl, 2 MgCI2, 1 CaCl2, 5 EGTA,
10 HEPES, 10 phosphocreatine, 4 Mg-ATP, pH 7.35 (adjusted with KOH). IPSCs were recorded at -
60 mV in the presence of kynurenic acid (2 mM, Sigma), a selective antagonist of ionotropic
glutamate receptors. For current-clamp experiments, electrodes were filled with a solution
containing (in mM): 120 mM K-gluconate, 10 KCI, 8 NaCl, 2 MgClI2, 0.5 CaCl2, 1 EGTA, 10 HEPES,
10 phosphocreatine, 2 Mg-ATP, 0.6 Na-GTP, pH 7.35 (adjusted with KOH). OP solution 100 nM was
made up in standard aCSF and bath applied for 5-7 minutes. Data were acquired with an Axopatch
200A amplifier (Molecular Devices), low-pass filtered at 2 kHz and digitized at 10-20 kHz using a
Digidata 1322A interface driven by pClamp 10.5 software (Molecular Devices). The detection and
analysis of spontaneous IPSCs were achieved by the Mini Analysis software (version 6.0.3,
Synaptosoft). The frequency and amplitude of synaptic events were determined 4-5 minutes after
the beginning of OP perfusion. Statistical analysis was performed with the non-parametric paired

sample Wilcoxon Signed Rank test. P values less than 0.05 were considered statistically significant.

Surgery and icv Injection of OP

Cannula implantation was performed as previously described by Gaigé and colleagues [65]. One
week post-surgery, mice were icv injected with 10 pl (2.5 pl/min) of physiological saline (NaCl 0.9%),
OP (0.5 or 2 pg/day; 0.2 ug/ul), or ODN (2 ug/day; 0.2 pug/ul) solutions at the beginning of the dark
phase. The doses used were chosen on the basis of previous work published by Lanfray and
colleagues [22]. In leptin+OP co-administration, icv OP injection was performed 30 min prior to ip

leptin treatment (100 pg/kg).

TAT-Cre Delivery

A TAT-Cre fusion protein produced as previously detailed [6] was stereotaxically infused into the 3V
(1.5 pl over 5 min at 2 mg/ml; anterposterior, -1.7 mm; midline, 0 mm; dorsoventral,
-5.6 mm) or the 4V (1.5 pl over 5 min at 2 mg/ml; anteroposterior, -5.91 mm; midline, O mm;

dorsoventral, -4.0 mm) of isoflurane-anesthetized mice. LepR expression was knocked out from

cells in the brain selectively targeted by the infusion of TAT-Cre of LepR'OXF/10XP mice as reported

loxp-STOP

previously [66]. TAT-Cre-mediated Tomato expression in tdTomato mice was used to

isolate tanycytes by FACS.

Tanycyte Isolation by FACS

Tomato-positive and -negative cells were sorted and collected from ME and DVC microdissected

loxp-STOP

explants of tdTomato mice injected in the 3V and 4V, respectively, as described

previously [6].
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Food Intake Measurements

Continuous food intake measurements and meal pattern analyses following acute OP treatment
were performed using a previously described feeding station [65]. For food consumption during
chronic treatment, non-fasting mice received an icv injection of NaCl (0.9%) or OP (2 ug)
immediately prior to lights-off. Food intake (NC AO4 or HFD pellets) was calculated as the difference
between the pre-weighed and remaining food measured with a precision balance (Ohaus Scout
Pro).

Measurement of pica behavior (kaolin intake)

Pica behavior was assayed as previously described [67]. Briefly, kaolin pellets were prepared from
pharmacological grade kaolin and gum Arabic (Sigma Chemical Co) mixed at a 99:1 ratio in distilled
water. The pellets were dried at 37°C for 72 h and then placed into individual cages. Mice were
allowed access to regular food and kaolin pellets during a 5 days adaptation period. On the day of

the experiment the last 24 h kaolin consumption was recorded.

Telemetry Measurements

Locomotor activity was recorded using TA10TA-F20 telemetry probes (Data Sciences International).
Mice were anesthetized as previously described [65]. A telemetry probe was implanted ip into each
animal. After surgery, mice were housed individually and placed on a receiver RPC-1 (Data Sciences
International). Telemetry radio signals emitted by the implanted transmitter were relayed to the
data acquisition system via a consolidation matrix, converted into locomotor activity data using

Dataquest ART 4.2 data acquisition software, and recorded at 5 min intervals.

Glial Cell and Tanycyte Cultures

Primary cultures of NTS glial cells and of ME tanycytes were established from PO-P10 mice pups
as described previously [15], [61]. After 10-15 days, NTS and ME cultures contained 95-99% GFAP-

positive cells and 95-99% vimentin-positive tanycytes, respectively.

Tissue Histology and Oil Red O Staining

Oil Red O staining of hepatic sections was performed as previously described [68].

Oral Glucose Tolerance Test and Glycemia Measurements

Glycemia measurements were carried out during the dark phase on mice having access to food ad
libitum. Blood samples were collected from tail vein and glucose detection was performed as
previously described [65]. For oral glucose tolerance testing, mice were fasted for 12 h and a bolus

of glucose (1.5 g/kg) was administered per o0s.
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Tissue collection

Mice were anaesthetized using ip injection of ketamine (100 mg/kg) and xylazine (16 mg/kg) and
sacrificed by decapitation. The hypothalamus, dorsal vagal complex (DVC), liver, gonadic adipose
tissue (GAT) and retroperitoneal adipose tissue (RPAT) were collected, rinsed in saline solution
(NaCl 0.9%), snap frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until further analysis. Liver and
3)

adipose tissues were weighed and minced into small pieces (~1 mm®) before freezing. Liver and

adipose tissues samples were also fixed by immersion in paraformaldehyde (PFA) 4% overnight.

Oral glucose tolerance test and glycaemia measurement

Blood samples were collected from tail vein. A section of tail vein was pierced by a needle, and
blood was directly applied to a strip to allow glucose detection with a glucose meter (Accu-Chek
Performa nano, Roche Diagnostics Corp.). OP treatment was performed as described in Materials
and Methods section and glycaemia measures were achieved 24 h after the last OP injection. For
oral glucose tolerance test, fasted mice (12 h) received a bolus of glucose (1.5 g/kg). At 0, 5, 20,
60, 90, and 120 min after glucose administration, blood samples were collected and glycaemia

was determined as described above.

Real time PCR analysis

Animals used for RT-PCR analysis were sacrificed at the end of the treatment period. mRNA
extraction and RT were made as described previously [67]. Briefly, total RNAs were extracted from
frozen organ using TRl Reagent® (Sigma-Aldrich) according to the manufacturer's instructions. RT
was realized using Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase in the presence of
random hexamer primers (Promega). Gene expression analysis by real time PCR was performed
using the LightCycler® 480 System (Roche Applied Science). The equivalent of 40 ng initial RNAs
were subjected to PCR ampilification in a 10 pl final volume using specific primers 0.25 uM (Table
1) and KAPA SYBR® FAST Master Mix (2X) optimized for Roche LightCycler® 480 (CliniSciences,
KAPABiosystems). The generation of specific PCR products was confirmed by melting-curve
analysis. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene (GAPDH) was used as internal

reference gene.

Tissue histology and Oil Red O staining

Oil Red O (ORO) staining of hepatic sections was performed as previously described [68]. Briefly,
10 um thick sections were prepared from fixed liver samples with a cryostat (Leica CM3050,
France). ORO stock solution was prepared by dissolving 2.5 g ORO powder (Sigma-Aldrich) in 400
ml isopropanol. Sections were then incubated 6 min in ORO working solution (1.5 parts of ORO
stock solution to one part of distilled water) and then washed three times in distilled water. RPAT
were cut on a cryostat (Leica CM3050) and rinsed in 0.1 M phosphate buffer saline (PBS, pH 7.4).
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Four microphotographs (x20) per animal were acquired using a Nikon Eclipse E600 light
microscope coupled to a DXM 1200 Camera and ACT-1 software. The number of inclusions per
2) 2) was counted for each

surface unity (mm<) or the number of adipocytes per surface unity (mm

condition using the NIH Image J software.

Tissue Preparation and Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was  performed on free-floating sections (40 um-thick).
Immunohistochemistry conditions and antibodies used for labeling and cellular phenotyping are
described in Table 2. Non-specific binding was assessed on alternate slices that were treated

identically but in which the primary antibody was omitted. ODN antibody solution (1/400) pre-

adsorbed overnight with 10'6 M ODN failed to reveal specific labeling. c-Fos detection was
performed as described by Girardet and colleagues [67]. Fluorescent antibody- and DAB-processed
slides were air-dried and cover-slipped with an aqueous glycerol-based medium (Fluoprep; Dako,
CA, USA).

Image Acquisition and Data Processing

Fluorescence images were acquired by confocal microscopy (Zeiss LSM 710). In double- labeling
experiments, images were sequentially acquired. All images were further processed in Adobe
Photoshop 6.0, with only contrast and brightness adjustments. Photomicrographs of c-Fos labeling
were taken on a Nikon Eclipse EG0O light microscope using a DXM 1200 Camera equipped with
ACT-1 software. c-Fos-positive nuclei were counted using NIH Image J software. Labeling and
counting were performed on every fourth coronal section throughout the rostro-caudal axis from

the brainstem to the hypothalamus. Cy3-leptin transport was quantified using NIH Image J.

Construction of the Three-dimensional Models

The three-dimensional models of the brainstem and the hypothalamus were constructed using

Free-D 3D reconstruction software [69].

Measurement of ODN in Culture Media by RIA

Tanycytes were incubated for 45 min at 37°C with fresh serum-free medium in the absence or
presence of insulin. Tanycyte-conditioned media were collected, centrifuged at 200 x g for 10 min,
desalted, and concentrated using a Sep-Pak C18 cartridge (Waters Corp., Milford). Bound material
was eluted with 50% (v/v) acetonitrile/water containing 0.1% trifluoroacetic acid (v/v), freeze-dried,

and keptat 4°C until analyzed by RIA. The concentration of ODN was measured using an antiserum

raised against synthetic rat ODN [70]. [Tyro]-ODN was iodinated using the chloramine-T procedure
[71]and purified on a Sep-Pak C18 cartridge. Dried samples were resuspended in phosphate buffer
(0.1 M; pH 8) containing 0.1% Triton X-100. Final dilution of the ODN antiserum was 1:30,000 and

157



the total amount of [125I-Tyr0]- ODN was 6,000 cpm/tube. Following 2 days of incubation at 4°C,
the antibody-bound ODN fraction was precipitated by addition of bovine gamma globulin (1%, w/v)
and polyethylene glycol 8000 (20%, w/v). After centrifugation (5,000 x g, 4°C, 45 min), the
supernatant was removed and the pellet containing the bound fraction was counted with a gamma
counter (2400 Automatic Gamma Counter, WIZARD2, PerkinElmer).

Statistical Analysis

Masking was not used during data collection and analysis. Data are represented as mean + SEM.
A one-way ANOVA was performed for comparisons between mice treated with different conditions.
A Mann-Whitney U test was used for post hoc analysis. A repeated- measures ANOVA was performed
in Figures 2B,C; 3; 4B; 6; 7; 8; 9A,C, 9D-F; 10A-E; 11B, D, F-H; 12A-C, G, J.
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Labelling

Host

Secondary Antibody

Antibody Species Dilution | Incubation Saturation Type/Reference Dilution
3% NGS
. Alexa-488;
203334, Rabbit | 1/1000 | Overnightat | 0.3 % A11034, 1/400
Dako 4°C Triton X- Molecular Probes
GFAP 100
. 5% HS Alexa-594;
3893 Mouse | 1/2000 | Sver™INa 10306 Triton | A11032 1/400
9 X-100 Molecular Probes
0,
AB5733 overnight at gg;;lGS Alexa-594;
Vimentin | Merck Chiken | 1/2000 2°C 9 T.ritoﬁl X A11042, 1/400
Millipore 100 Molecular Probes
Alexa-594;
1% BSA A11032 1/400
403 2207 . !
’ - overnightat | 0.3% Molecular Probes
ODN Igggn etal, | Rabbit 1/400 2°C Triton X- Alexa-488:
100 A11029, 1/400
Molecular Probes
swNGs | Dotinylatedgoat ) 00
Ab-5 Rabbi 1/10000 | 48hat4°c | 23% e dBs:
A abbit at4-° = Alexa-488;
Calbiochem Triton X A11034, 1/400
100
c-Fos Molecular Probes
Biotinylated goat;
5% HS Vector Lab 1/400
SC-52 03% ecior —abs
Santac’ruz Goat 1/5000 48 hat4°C Triton X- Alexa-488;
100 A11034, 1/400
Molecular Probes
Biotinylated goat;
Vector Labs 1/200
3% NGS Alexa-488;
p-Stat3 9131, Cell . overnight at 0.3% A11034, 1/200
(Tyr705) | Signalling Rabbit | 1/400 4°C Triton X- Molecular Probes
100 Alexa-594;
Al11012 1/200
Molecular Probes
5% HS Biotinylated goat;
Sc-1834, overnightat | 0.3 % Vector Labs 1/200
LepR Santa Cruz Goat 1/1000 4°C Triton X- Avidin Texas Red 1/400
100 Vector Labs
. H-003-22- . 3% NGS Alexa-488;
Tlﬁﬁggz B, Phoenix | Rabbit | 1/10000 Zl’ém'ght | 0.39% Triton | A11034, 1/400
Pharm. Inc X-100 Molecular Probes
GFP Al11122, overniaht at 3% NGS Alexa-488;
(POMC- Molecular Rabbit 1/1000 4°C 9 0.3% Triton | A11034, 1/400
GFP) Probes X-100 Molecular Probes
mgg’sl& overnightat | S22 NGS Alexa-594;
TH s Mouse 1/1000 ° 9 0.3% Triton | A11032, 1/400
Millipore - 4°C
Chemicon X-100 Molecular Probes
T-4057 . 3% HS Alexa-488;
GLP1 Peninsula | Rabbit | 1/800 Zl’gm'ght at | 0.3% Triton | A11034, 1/400
Lab. X-100 Molecular Probes

Table 1.

List of antibodies and immunohistochemistry conditions.
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Fw Rv
DBI NM_001037999.2 TGCTCCCGCGCTTTCG CTGAGTCTTGAGGCGCTTCAC
POMC NM_008895.3 ACGTGGAAGATGCCGAGATT GGTTTTCA GIT CAGGGGCTGT
NPY NM_023456.2 GGGGCTGTGTGGA CTGACCCT GATGTA GTGTCGCA GAGCGGAG
AgRP NM_007427.2 AGCTTTGGCGGA GGTGCT GCATTGAA GAAGCGGCAGT
NUCB2 NM_001130479.2 GCTGGATGCCCTTCAA GACA CTCCGCTCGTGITCCTTCAT
GCG (GLP-1) NM_021332.2 TTCAAGA CACA GAGGAGAA CCC CATGA CGTTTGGCAATGI TG
ObRb U42467.1 AATGA CGCAGGGCTGTATGT TCA GGCTCCA GAAGAA GA GG
GAPDH NM_008084.3 TTCTCAAGCTCATTTCCTGGTATG GGATAGGGCCTCTCTTGCTCA

Table 2. Primers sequences used for SYBR Green assays.
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Role de 'exocytose dépendante des synaptobrévines 1-3 (VAMPi-
3) dans le relargage de la leptine par les tanycytes
hypothalamiques

I. Introduction

Au sein du cerveau, le mode de transmission d’informations le plus étudié est la transmission
synaptique. Ce phénoméne implique le mécanisme d’exocytose régulée dépendant du calcium. Les
neurones peuvent produire des neurotransmetteurs (glutamate, GABA), préférentiellement
contenus dans de petites vésicules, mais également des peptides majoritairement stockés dans
des vésicules a cceur dense. Ces vésicules, une fois produites, sont amarrées au niveau de la zone
active de la terminaison axonale (Etape d’amarrage, Dresbhach et al., 2001 ; Deak et al, 2009). Une
étape de maturation des vésicules est ensuite possible afin de les rendre aptes a la fusion
membranaire. Des protéines du cytoplasme viennent réguler I'assemblage des protéines liées a la
membrane plasmique appelées soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein
receptor (SNARE) (Etape d’amorcage, Klenchin and Martin, 2000). Il existe plusieurs membres
dans la famille des protéines SNARES que I'on peut regroupés en 2 groupes principaux : les
vesiscular-SNARE (v-SNARE) contenant les synaptobrévines ou Vesicle associated membrane
protein (VAMP) et les target-SNARE (t-SNARE) comme la syntaxine et la synaptosomal associated
protein of 25 kD (SNAP-25) (Sollner et al., 1993). En réponse a un signal, le plus souvent une
augmentation du calcium intracellulaire, les v-SNARE et t-SNARE vont interagir ensemble pour
former un complexe composé de 4 hélices o et rapprocher les membranes vésiculaires et
membranaires avant la fusion. L'importance des protéines SNARE dans le processus d’exocytose
a été démontrée grace aux études des effets des neurotoxines clostridiales. L’activité protéolytique
de leurs chaines |égéres est responsable du botulisme (Neurotoxine botulique ou BoNT) et du
tétanos (Neurotoxine tétanique ou TeNT). L’intoxication des neurones avec ces toxines entraine
I’nydrolyse des protéines SNARES et bloque la libération des vésicules (Niemann et al., 1994 ;
Montecucco and Schiavo, 1994). Le sérotype B de la neurotoxine botulique (BoNT/B) a une action
spécifique des synaptobrévines 1 a 3.
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Figure 14: Résumé du rdle des protéines SNAREs dans la fusion des membranes vésiculaires et membranaires dans le
processus d'exocytose. (Adapté de Xu et al., 2013).
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La leptine est transportée par les tanycytes de I’éminence médiane avant d’étre relarguée dans le
LCR du 3V (Balland et al., 2014). Dans cette méme étude, il a été démontré que les tanycytes des
animaux db/db étaient capables de capturer la leptine mais sans pouvoir la faire sortir vers le LCR.
L’administration d’EGF chez ces animaux, augmentant la phosphorylation de ERK dans I'éminence
médiane, a permis a la leptine d’atteindre a nouveau I’hypothalamus. Ces résultats ont permis de
montrer que la sécrétion de la leptine par les tanycytes était dépendante de cette voie de
signalisation. Toutefois, le mode de sécrétion de la leptine demeure encore inconnu et peu
d’informations sur les mécanismes de trafic intracellulaire des signaux périphériques au travers
des tanycytes sont actuellement disponibles. Nous avons vu que I'application de leptine, au contact
des tanycytes entrainait une vague calcique au sein de ces cellules (voir Etude 2). De plus, une
étude a montré que des cellules gliales de la rétine (glie de Muller), morphologiquement proches
des tanycytes, utilisent I’exocytose régulée pour sécréter le glutamate (Slezak et al., 2012).

Ainsi dans cette étude, nous nous sommes intéressés au rble de I'exocytose régulée dépendantes
des VAMP1-3 dans les tanycytes afin d’évaluer son role dans la transcytose de la leptine et la
régulation du métabolisme énergétique.

II.  Résultats
1. L'altération du trafic vésiculaire des tanycytes in vivo émousse |'accés de la leptine
al'ARH
Afin de connaitre les potentiels réles du trafic vésiculaire tanycytaire in vivo, nous avons d'abord

évalué si les tanycytes expriment des composants de la superfamille de protéines SNARE dont les
protéines de la membrane vésiculaire synaptobrévine 1-3 (Vamp1-3). Ces protéines jouent un rble
critique dans les exocytoses régulées (Kasai et al., 2012) y compris dans glie (Slezak et al., 2012).
Leurs transcrits sont exprimés dans les tanycytes de I'’éminence médiane de souris isolés par
cytométrie en flux chez des souris grace a la protéine fluorescente rouge Tomato aprés injection
de TAT-Cre chez des animaux tdTomato (Figure 1A). Bien que I'ARNm de la Vamp1 ait été exprimé
a des niveaux similaires dans les tanycytes que dans les cellules négatives a la Tomato, les
transcrits de la Vamp2 et de la Vamp3 semblent particulierement enrichis dans la population de
tanycytes (Figure 1A). Les protéines VAMP1, 2 et 3 ont également été détectées dans les cultures
primaires tanycytes de rat in vitro (Figure 2A). Ensuite, nous avons induit I'expression transgénique
de la chaine légére de la neurotoxine botulique de sérotype B (BoNT/B) dans les tanycytes grace a
I'injection de TAT-Cre, dans le 3V des souris BoNTB,EGFPoxP-STOPloxP (Slezak et al., 2012). Nous
appellerons, par la suite, ces animaux BoNTBTa" et BONTBC! désignera leurs controles issus de la
méme portée. Cette toxine bloque efficacement I'exocytose en clivant VAMP1-3 (Humeau et al.,
2000 ; Schiavo et al., 1992). L'expression sélective de ce transgéne dans les tanycytes
hypothalamiques a été vérifiée par cytométrie en flux grace a la présence de la protéine
fluorescente verte EGFP, qui est co-exprimée avec la toxine (Figure 1B, Figure 2B). Les cellules
fluorescentes vertes isolées exprimaient le marqueur tanycytaire DARPP-32, mais pas le marqueur
neuronal NPY ni le marqueur cellulaire endothélial MECA32 (Figure 1B). L'expression de BoNT/B
dans les tanycytes n'a pas affecté I'expression des ARNm de Vamp1 et de Vamp2, mais nous avons

observé une régulation négative significative de la transcription de Vamp3 (Figure 2C).
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L'expression de BoNT/B dans les tanycytes a augmenté le gain de masse corporelle (Figure 1D), la
prise alimentaire (Figure 1E) et le RER pendant la période de jour (Figure 1F), mais n'a pas affecté
la consommation d'oxygéne (Figure 1G) ni l'activité locomotrice (Figure 1H) en comparaison avec
leurs contrdles de la méme portée. Cela a également augmenté la masse grasse viscérale (Figure
1l) et la concentration plasmatique de leptine (Figure 1J). Malgré une leptinémie plus importante
chez les BoNTBTan, I'expression endogéne de pSTAT3, observée au matin, aprés la prise alimentaire
nocturne habituelle, était significativement diminuée dans le dmARC (Figure 1M et 1K). Cela
semble indiquer que la leptine en circulation avait un acces restreint a I'hypothalamus. De plus, les
sont dans l'incapacité a réduire la consommation alimentaire suite a l'injection de leptine par voie
intrapéritonéale comparés au BoNTBCt. Toutefois, l'injection intracérébroventriculaire de leptine
était aussi efficace que chez les souris BoONTBTan que BoNTBC! (Figure 1P) pour réduire la prise
alimentaire. Nous avons également constaté que I'expression de BoNT/B dans les tanycytes
hypothalamiques de souris pouvait également perturber I'activité générale du systéme nerveux
sympathique, comme le suggére la diminution des taux circulants de noradrénaline observés chez
les BoNTBTan comparés BoNTBCt (Figure 1Q).
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Figure 1. VAMPs 1-3 are expressed in median eminence tanycytes and blunting their activity by expressing
Botulinum neurotoxin type B (BoNT-B) partially phenocopies LepR™@"K0 mice.

(A) Schéma résumant la principe de tri cellulaire des tanycytes TdTomato. Le graphique représente
I’expression relative d’ARNm pour VAMP 1-3 et un marqueur tanycytaire DARPP32 dans les cellules positive
pour la fluorescence TdTomato comparée a celles obtenues dans les cellules non fluorescentes triées de
maniére aléatoire a partir du méme échantillon d’éminence médiane. La ligne grise représente la moyenne
obtenue par les cellules négatives.
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(B) Schéma résumant la principe de tri des tanycytes positifs a la GFP issus d’échantillons d’éminence
médiane de souris BoNTBTan, L'image représente les différentes populations triées a partir d’un échantillon
d’éminence médiane d’une souris BoNTBTan,

(C) Graphique représentant I'expression relative d’ARNm codant pour DARPP32, NPY et MECA32 dans les
cellules positives a GFP des animaux BoNTBTn rapportée sur celle des cellules négatives.

(D) Graphique representant le pourcentage de prise de poids chez les animaux BoNTB™n et leurs contrbles
BoNTBC, 4 semaines (panel de gauche) et 12 semaines (panel de droite) aprés infusion de TAT-Cre dans le
troisiéme ventricule.

(E-H) Mesure de la prise alimentaire moyennée sur 48H (E), du ratio d’échange respiratoire (F), de la
consommation d'oxygene (G) et de I'activité locomotrice (H) chez les souris BONTB™" et leurs contrdles de la
méme portée, 4 semaines apres infusion de TAT-Cre. Un test Two-way ANOVA associé a un test LSD de Fisher
non corrélé a été appliqué. *: p<0.05 BoNTBCt vs BoNTBT™", Les valeurs sont représentées sous forme de
moyennes + SEM.

(I) Pourcentage de masse graisseuse viscérale en fonction de la masse corporelle et leptinémie sérique (J),
12 semaines aprés infusion de TAT-Cre.. Un test de Mann-Whitney test a été appliqué *: p<0.05 BoNTBC vs
BoNTB™n, Representative photomicrograph and quantification of basal pSTAT3 (L, M) in the arcuate nucleus
and MECA32 in ME immunofluorescence (N, O) Scale bar: 200um.

(K-0) Photomicrographie représentative (K) et quantification du marquage pSTAT3 basal (L, M) dans le noyau
arqué (ARH) ventromédial (vm) et dorsomédial (dm). (N, O) Quantification du marquage MECA32 dans le
noyau arqué et I'éminence médiane (ME). Echelle : 200um. Un test t de Student non apparié a été appliqué.
*: p<0.05 BoNTBCt vs BoNTBTa", Les valeurs sont représentées sous forme de moyennes + SEM.

(P) Schéma résumant le principe du test de tolérance a la leptine en i.p et i.c.v. Le graphique du dessous, a
gauche, représente la prise alimentaire des souris BONTBC! (panneau noir/gris) et BONTBT™@" (panneaux bleus)
24H apreés injection en i.p de leptine (3mg/kg) ou véhicule (PBS pH 8,0). Le graphique de droite représente
la prise alimentaire des souris BoNTBC! (panneau noir/gris) et BoNTBTa" (panneaux bleus) 12H aprés
injection eni.c.v. de leptine (2ug dans 2uL) ou véhicule (PBS pH 8.0). Un test de Mann Whitney a été appliqué.
*:p<0,05; ** : p<0,01 ; leptine vs véhicule et entre les groupes indiqués. Les valeurs sont représentées
sous forme de moyennes + SEM.

(Q) Graphique représentant la concentration sérique de noradrénaline chez des souris BONTBC vs BoNTBTan,
12 semaines aprés I'infusion de TAT-Cre. Le test t de Student a été appliqué. *: p<0.05 BoNTBC! vs BoNTBTan,
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Figure 2. Vérification de I'expression des VAMP1-3 dans les cultures primaires de tanycytes et chez les
souris BoNTBTan

(A) Western blots montrant I'expression de VAMP1, VAMP2 and VAMP3 dans des lysats de tanycytes de
culture.

(B) Image représentant les différentes populations cellulaires triées dans un échantillons de cortex issu d’une
souris BoNTBTan,

(C) Graphique représentant I’'expression relative d’ARNm des VAMPs 1-3 dans les tanycytes GFP triés a partir
d’éminences médianes issues d’animaux BoNTBTa, sur celle observée dans les tanycytes exprimant la
Tomato (dont la moyenne d’expression est représentée par la ligne rouge).

2. L'expression de BoNT/B dans les tanycytes provoque une intolérance au glucose
et une intolérance a l'insuline.
Les souris BoNTBT=n n'ont montré aucune altération de la capacité a gérer un bolus exogéne de

glucose par rapport aux animaux BoNTBCt, 4 semaines aprés l'infusion de TAT-Cre dans le 3V
(Figure 3A et 3B). Par contre, 12 semaines aprés l'induction de la recombinaison, les souris
BoNTBTan présentaient une glycémie plus élevée que leurs controles, de 30 a 45 minutes aprés
I'injection de glucose (Figure 3C) malgré une sécrétion d'insuline induite par cette méme injection
plus importante que chez les BoNTBC (Figure 3D). Nous avons également observé que les souris
BoNTBTan présentaient une intolérance a l'insuline par rapport aux souris BONTBC! (Figure 3E). En
méme temps, les ilots pancréatiques isolés provenant d’animaux BoNTBTa ont montré une
sécrétion d'insuline accrue en réponse a des concentrations élevées de glucose en comparaison
avec les ilots des témoins (Figure 3F), alors que leur contenu cellulaire en insuline était similaire
(Figure 3G). Cela suggére qu’'un mécanisme compensatoire pourrait étre déclenché par une
insulinorésistance des cellules B de ces animaux (Weir et Bonner-Weir, 2004). Le profilage de

I'expression génétique des ilots de Langerhans des animaux BoNTBC! et BoNTB™n a révélé la
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modification de I'expression de plusieurs marqueurs clés des cellules B, tandis que d'autres n'ont
pas été affectés par I'expression transgénique de BoNT/B dans les tanycytes. L'augmentation de
la fonction cellulaire (c.-a-d. la sécrétion d'insuline) dans les Tlots de BONTBT™" a été associée a une
augmentation des taux d'ARNm de Glut2, Glp-1r, Pcsk2 et Hnfla et a une diminution de
I'expression des Pdx1 et Pc1/3 (Figure 3H). Les transcrits des marqueurs de la réponse UPR Atf4
et Edem1 ont également été augmentés (Figure 3l). Nous n’avons observé aucune différence
marquée dans la distribution des cellules o et B du pancréas entre des souris BoNTBTa" et BONTBCt,
12 semaines aprés l'administration de Tat-Cre (Figure 3J-L). Dans I'ensemble, ces données
suggerent que méme si les fonctions des cellules B sont amplifiées chez les souris BONTBTan, elles
continuent de présenter une altération de I'noméostasie du glucose. Cette compensation des
cellules B (c.-a-d. l'augmentation de la sécrétion d'insuline) peut étre déclenchée par la résistance
a l'insuline, dans laquelle le maintien de la fonction des cellules B est observé (Weir et Bonner-
Weir, 2004).
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Figure 3. L'expression de la BoNT/B dans les tanycytes de I'éminence médiane entraine une intolérance au
glucose et a I'insuline.

(A) Courbe représentant la glycémie au cours d'un test de tolérance au glucose chez des souris BONTBC! et
BoNTBTan, 4 semaines aprés injection de TAT-Cre. Le graphique représente l'aire sous la courbe. Un test two-
way ANOVA avec correction de Tukey a été appliqué. Les valeurs sont représentées sous forme de moyennes
+ SEM.

(B) Concentration sérique d'insuline pendant les 30 premiéres minutes d'un test de tolérance au glucose
chez des souris BONTBC et BONTBTa", 4 semaines apreés injection de TAT-Cre. Le graphique représente l'aire
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sous la courbe . Un test two-way ANOVA avec correction de Tukey a été appliqué. Les valeurs sont
représentées sous forme de moyennes + SEM.

(C) Courbes représentant la glycémie au cours d'un test de tolérance au glucose chez des souris BoNTB et
BoNTBTan, 12 semaines aprés injection de TAT-Cre. Le graphique représente I'aire sous la courbe. Un test
two-way ANOVA avec correction de Tukey a été appliqué a la courbe. ** : p<0,01 BoNTBCt vs BoNTBTan, Un
test t de Student a été appliqué a l'aire sous la courbe. *** : p<0,001 BoNTBC vs BoNTBTan, Les valeurs
sont représentées sous forme de moyennes + SEM.

(D) Concentration sérique d'insuline pendant les 30 premiéres minutes d'un test de tolérance au glucose
chez des souris BONTB et BONTBTa", 12 semaines apreés injection de TAT-Cre. Le graphique représente l'aire
sous la courbe . Un test two-way ANOVA avec correction de Tukey a été appliqué. ** :p<0,01 BoNTB® vs
BoNTBTan, Un test t de Student a été appliqué a l'aire sous la courbe. *** :p<0,001 BoNTBC! et BoNTBTan,
Les valeurs sont représentées sous forme de moyennes + SEM.

(E) Variation en pourcentage de la glycémie basale lors d'un test de tolérance a l'insuline chez des souris
BoNTBCt et BoNTBTan, 12 semaines apres injection de TAT-Cre. Le graphique représente l'aire sous la courbe.
Les valeurs sont représentées sous forme de moyennes + SEM.

(F) Graphique représentant la sécrétion d'insuline des ilots pancréatiques totaux isolés de souris BoNTBCt et
BoNTBTan, 12 semaines aprés injection de TAT-Cre, aprés application d’une faible et forte concentration en
glucose. Un test t de Student a été appliqué. * :p<0,05. BONTBCt vs BONTBTn, Les valeurs sont représentées
sous forme de moyennes + SEM.

(G) Graphique représentant la concentration d'insuline dans un ilot pancréatique isolé de souris BoNTBCt et
BoNTBTan, 12 semaines apres infusion de TAT-Cre. Les valeurs sont représentées sous forme de moyennes
+ SEM.

(H) Expression relative de I'ARNm relatif a la fonction des cellules B et marqueurs d'identité des Tlots
pancréatiques isolés de souris BONTBC! et BoNTBTa", 12 semaines aprés infusion de TAT-Cre. Un test t de
Student ou un test de Mann Whitney a été appliqué en réponse au test de normalité. * : p<0,05, ** : p<0,01,
**%:p<0,001 BoNTBC! et BONTBTan, Les valeurs sont représentées sous forme de moyennes + SEM.

(I) Expression relative d'ARNm relatif des marqueurs de stress ER des ilots pancréatiques isolés de souris
BoNTBC et BoONTBT™n, 12 semaines aprés perfusion de TAT-Cre. Un test t de Student ou un test de Mann
Whitney a été appliqué en réponse au test de normalité. *** : p<0,001 BoNTBCt vs BoNTBTa", Les valeurs
sont représentées sous forme de moyennes + SEM.

(J) Images confocales représentant le marquage pour les noyaux (bleu), le glucagon (vert) et le l'insuline
(rouge) dans des Tlots pancréatiques isolés de souris BONTBC! et BONTBT™", 12 semaines aprés injection de
TAT-Cre.

(K) Graphique représentant le ratio entre la surface des ilots exprimant l'insuline (panneau de gauche) ou le
glucagon (partie de droite) sur la surface totale des ilots d’animaux BoNTB et BoNTBT@n, 12 semaines aprés
injection de TAT-Cre. Les valeurs sont représentées sous forme de moyennes + SEM.

(L) Graphique représentant la surface moyenne des ilots pancréatiques des souris BONTBCt et BoNTBTan, 12
semaines aprés I'infusion de TAT-Cre. Les valeurs sont représentées sous forme de moyennes + SEM.

3. L'expression de la BONT/B dans les tanycytes, amplifie I'effet du régime gras

Nous avons également placé des animaux BoNTBTa et leur contrbles sous régime gras (60% de
lipides) pendant 8 semaines. Dés la seconde semaine de ce régime, les souris exprimant la BoNT/B
dans les tanycytes présentent un poids significativement supérieur aux BoNTBC! alors que les deux
groupes avaient un poids moyen homogéne lors du changement de nourriture (Figure 4A). Nous
avons suivi le métabolisme de base des BoNTB¢t et BoNTBTa" en cages métaboliques individuelles,
4 semaines aprés le début du régime gras. Tout comme en NC, les BoNTB™" mangent davantage,
présentent un RER supérieur sans altération majeure de leurs dépenses énergétiques (Figure 4B)
pouvant expliquer la différence de prise de poids constatée. Elle est d’ailleurs maintenue jusqu’a
8 semaines de régime gras (Figure 4C). Concernant la tolérance au glucose, aprés 4 semaines de
régime gras, nous n'avons constaté aucune différence entre les deux groupes, suggérant que ce
laps de temps est suffisant pour les animaux contrdles répondent au glucose exogéne de maniére

comparable que les BoNTBTn (Figure 4D).
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Figure 4. L’expression de la BoNT/B dans les tanycytes hypothalamiques sensibilise au régime gras

(A) Courbes de masses corporelles brutes des animaux BoNTBC! et BoNTB™" sous régime gras (60% de
lipides).

(B) Mesure de la prise alimentaire moyennée sur 48H (haut, gauche), du ratio d’échange respiratoire (haut,
droit), de la consommation d'oxygéne (bas, gauche) et de l'activité locomotrice (bas, droit) chez les souris
BoNTBTan et leurs controles de la méme portée, aprés 4 semaines de régime gras. Un test Two-way ANOVA
associé a un test LSD de Fisher non corrélé a été appliqué. *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001 BoNTBCt
vs BoNTBTa", Les valeurs sont représentées sous forme de moyennes + SEM.

(C) Mesure de la masse corporelle brutes chez les animaux BoNTBC! et BoNTB™", aprés 8 semaines de
régime gras. Un test t de Student a été appliqué. *: p<0.05 BoNTB® vs BoNTBT™". Les valeurs sont
représentées sous forme de moyennes + SEM.

(D) Courbes représentant la glycémie au cours d'un test de tolérance au glucose chez des souris BoONTBC!
(bleu clair) et BoNTB™n (bleu foncé), sous régime normal et BoNTBC! (noir) et BoNTBTa" (violet) aprés 4
semaines de régime gras. Le graphique représente l'aire sous la courbe. Un test two-way ANOVA avec
correction de Tukey a été appliqué. Les valeurs sont représentées sous forme de moyennes + SEM.

III. Matériel et Méthodes

1. Animaux
Toutes les souris C57BI/6J ont été stabulées dans une piéce a température contrblée (21-22°C),

sans agent pathogéne spécifique, avec un cycle lumiére/obscurité de 12 heures et un accés ad
libitum a la nourriture et a I'eau. Les souris Tg(CAG-BoNT/B,EGFP)U75-56wp/J ont été congues par
Franck Pfrieger (Université de Strasbourg, France ; JAX Stock No. 018056) et utilisées dans d’une

précédente publication (Slezak et al., 2012). Les études sur les animaux ont été approuvées par
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les Comités institutionnels d'éthique pour le soin et l'utilisation des animaux expérimentaux de
I'Université de Lille. Toutes les expériences ont été réalisées conformément aux directives
d'utilisation des animaux spécifiées par la Directive du Conseil de I'Union européenne du 22
septembre 2010 (2010/63/EU).

2. Injections de TAT-Cre et pAAV-Dio2-iCre-2A-GFP
La protéine de fusion TAT-Cre a été produits comme indiqué précédemment (Peitz et al., 2002).

Les deux produits ont été infusés stéréotaxiquement dans le troisiéme ventricule (2uL sur 15 min
a concentration stock de 1,27 mg/ml ; antéropostérieur, -1,7 mm ; ligne médiane, O mm ;
dorsoventral, -5,6 mm) de souris floxées anesthésiées a lisoflurane 1 semaine avant les

expériences.

1. Tri cellulaire activé par fluorescence (FACS) et analyses PCR en temps réel

1.1. Isolation des tanycytes hypothalamiques par FACS
L'éminence médiane des souris tdTomato'oxP/+ et Tg(CAG-BoNT/B,EGFP)U75-56wp/J injectées avec

la TAT-Cre ont été microdisséquées et dissociées enzymatiquement par le systéme de dissociation
a la papaine (Worthhington, Lakewood, NJ) afin d’obtenir des suspensions monocellulaires. Le
FACS a été réalisé a l'aide d'un cytométre trieur de cellules EPICS ALTA (Beckman Coulter, Inc.). La
décision de tri était basée sur des mesures de fluorescence tdTomato (excitation 488nm ; détection
: bande passante 675+/-20nm) ou de fluorescence GFP (excitation 488nm ; détection : bande
passante 525+/-30 nm) en comparant les suspensions cellulaires des animaux tdTomato positifs
ou GFP positifs et d’échantillons témoins, comme indiqué en Figure 1B. Pour chaque animal, 4000
cellules tdTomato positives et négatives ou 200 cellules GFP positives et négatives ont été triées
directement dans le tampon d'extraction 10uL 0,1% Triton® X-100 (Sigma-Aldrich) et 0,4 U/ul
RNaseOUT™ (ThermoFisher).

1.2. Analyses quantitatives RT-PCR
Pour les analyses d'expression génique, les suspensions d’ARNm obtenus a partir d'explants

hypothalamiques microdissectionnés ou de tanycytes triés FACS ont été rétrotranscrits grace a la
SuperScript® Il Reverse Transcriptase (Life Technologies). Une étape de préamplification linéaire
a été ensuite réalisée sur les cellules triées uniquement, en utilisant le protocole TagMan® PreAmp
Master Mix Kit (P/N 4366128, Applied Biosystems). La PCR en temps réel a été réalisée sur le
systeme PCR 7900HT Applied Biosystems utilisant des sondes d'expression génétique TagMan®
spécifiques suivants (Applied Biosystems) : DARPP32 (Ppplrlib_Mm00454892_m1),
(LepR_Mm01262070_m1); VAMP1 (Vamp1-Mn00772307_m1), VAMP2 (Vamp2-
Mn0125243_m1), VAMP3 (Vamp3-Mn01268442_g1), NPY (NPY-Mm03048253_m1), MECA32
(Plvap-Mm00453379_m1). Les genes de ménage rapporteurs sont les suivants: r18S (18S-
Hs9999999901_s1) ; ACTB (Actb-Mm00607939_s1). Les données sur l'expression génique ont
été analysées a l'aide des logiciels SDS 2.4.1 et Data Assist 3.0.1 (Applied Biosystem).
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2. Mesures physiologiques

2.1. Analyse du métabolisme de base
Des cages métaboliques (TSE Systems GmbH, Allemagne) ont été utilisées pour analyser la prise

alimentaire, la dépense énergétique totale, la consommation d'oxygene, la production de dioxyde
de carbone, les mouvements ambulatoires (nombre de rupture totale du faisceau/h) des souris.
Les souris ont été stabulées individuellement et acclimatées aux cages pendant 48 heures avant
les mesures expérimentales. Au cours du test pair-fed, les animaux considérés comme « paired-
fed » ont été nourris avec la méme quantité de nourriture que celle que le groupe témoin avait

consommeé au cours des 24 derniéres heures.

2.2. Test de tolérance au glucose et dosage de l'insuline
Les souris ont été mises a jeun sur la nuit avant l'expérience. L'échantillon de sang pour le dosage

d'insuline a été prélevé avant, 15 et 30 min aprés I'administration de glucose avec capillaire en
verre au niveau de la queue. Les échantillons ont été conservés sur glace jusqu’a la fin de
I'expérience avant d'étre centrifugés (4°C, 600 tr/min, 15 min) pour recueillir le sérum. lls ont
ensuite été congelés a -80°C jusqu'a la réalisation du dosage ELISA pour l'insuline selon les
recommandations du fabricant (Mercodia). La glycémie basale a été mesurée avant
l'administration de glucose par voie intrapéritonéale (i.p.), (1,5 mg de glucose/g de masse
corporelle), 15, 30, 45, 60, 120 et 150 minutes aprés I'administration de glucose a l'aide d’un

glucométre (boitier OneTouch® Verio).

2.3. Test de tolérance a l'insuline
Les souris ont été mises a jeun 6 heures avant l'expérience. La glycémie basale a été mesurée

avant l'administration d'insuline en i.p. (0,75Ul/kg de masse corporelle), 15, 30, 45, 60, 120 et

150 min aprés l'administration de glucose a l'aide d'un glucométre (boitier OneTouch® Verio).

2.4. Test de sensibilité a la leptine in vivo
Les souris ont d'abord été séparées une par cage et mises a jeun pendant 3 heures dans l'aprés-

midi. Les animaux ont ensuite été répartis en deux groupes et ont recu des injections i.p. ou i.c.v.
de leptine murine recombinante (3mg/kg ; Harbor-UCLA Medical Center, California) ou de véhicule
(PBS pH 8.0) 3 heures avant de remettre la nourriture. La masse corporelle et la prise alimentaire

ont été mesurées avant, 12h et 24h aprés traitement.

3. Analyse du cerveau et des tissus périphériques

3.1. Immunohistofluorescence et analyse des pSTAT3 et MECA-32
Les souris adultes ont été sacrifiées par décapitation le matin, a I'allumage des lumiéres (phase

de jour). Les cerveaux ont été prélevés avant d'étre directement inclus dans le Tissue Tek
(Sakura®) et congelés en frais. Des coupes coronaires d'une épaisseur de 20 uym ont été réalisées,
post-fixées avec une solution de 2 % de paraformaldéhyde pendant une heure et traitées pour
l'immunofluorescence comme décrit précédemment (Bouret et al., 2012) en utilisant des anticorps

primaires dirigés contre pSTAT3 (Tyr705) (1:1000 ; #9131, Cell Signaling Technology) et contre
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MECA32 (1:500 ; 550563, BD Parmingen). Des images de la double immunofluorescence ont été
acquises a l'aide d'un microscope Apotome Axio.Z2 (caméra AxioCam MRm, Zeiss). Les lames ont
ensuite été codées pour dissimuler les groupes de traitement et les cellules immunoréactives (IR)
PSTAT3 ont été comptées sur huit sections représntatives par animal. Les vaisseaux
immunoréactifs MECA-32 sont visualisés dans le plexus superficiel primaire de la zone externe de
I'éminence médiane mais certains vaisseaux immunoréactifs MECA-32 forment des boucles
capillaires intra-infundibulaires. Le nombre total de boucles fenestrées a été évalué sur toute la
surface rostrocaudale de I'éminence médiane et du noyau arqué chez chaque animal (8 sections
d’éminence médianes représentatives par animal). Le nombre moyen de cellules ou de vaisseaux

immunopositifs par zone a ensuite été comparé entre les groupes.

3.2. Etudes sur les ilots pancréatiques
Les pancréas ont été digérés par collagénase de type V (C9263 ; 1,5 mg/ml) pendant 11 minutes

a 37°C comme décrit précédemment (Annicotte et al., 2009, Rabhi et al., 2016). Rapidement,
aprés digestion et séparation dans un milieu a gradient de densité, les ilots ont été purifiés par
séparation manuelle sous macroscope et cultivés durant la nuit dans un milieu RPMI 1640 (Gibco,
61870-010) contenant 1mM de FBS (Gibco, 10270-106) et pénicilline/streptomycine. Pour les
tests de sécrétion d'insuline, une trentaine d'flots ont été exposés a 2,8 mM ou 20 mM de glucose
dans un tampon HEPES Krebs-Ringer bicarbonate contenant 0,5% de BSA sans acide gras.
L'insuline libérée dans le milieu a été mesurée 1 heure plus tard a I'aide du kit Ultrasensitive Insulin

ELISA (Mercodia). Les données sont exprimées sous forme de ratio sur la teneur totale en insuline.

3.3. Extraction d'’ARN, mesures et profilage des ilots pancréatiques
L'ARN total a été extrait des Tlots a l'aide du kit RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen, Tokyo, Japon) selon

les recommandations du fabricant. L'expression de I'ARNm a été mesurée aprés rétrotranscription
par qPCR en temps réel avec Master Mix FastStart SYBR Green (Roche) selon les recommandations
du fabricant et des oligonucléotides spécifiques du gene. Les résultats de la qPCR en temps réel
ont été normalisés en fonction des taux d'ARNm de référence de la cyclophiline endogéne. Les
résultats sont exprimés en tant que niveau relatif d'ARNm d'une expression génétique spécifique

en utilisant la formule 2-ACt.

3.4. Immunofluorescence (IF) sur les coupes de pancréas murins
La IF a été effectuée comme décrit précédemment (Annicotte et al., 2009, Blanchett et al., 2011).

Brievement, aprés démasquage de I'antigéne au tampon citrate (Sigma) des coupes parffinées de
pancréas de 5 um d’épaisseur ont été incubées avec les anticorps primaires suivants : anti-Insuline
(Dako ; A0564, 1:1000), anti-Glucagon (Sigma-Aldrich ; G2654, 1:1000). Le marquage
d'immunofluorescence a été révélé a l'aide d'anticorps secondaires anti-cochon d’Inde conjugués
Alexa 568 et anti-Souris conjugués Alexa 488 (1:500, Jackson ImmunoResearch). Les noyaux ont
été révélées au Hoescht. Afin de réaliser I'analyse morphométrique, les images ont été traités sur

le logiciel ImageJ par un observateur qui ignorait les groupes expérimentaux.

182



4. Expériences sur les cultures primaires et les lignées cellulaires

4.1. Culture primaire de tanycytes
Les tanycytes ont été isolés a partir de I'éminence médiane des rats agés de 10 jours (P10) comme

décrit précédemment (Prevot et al., 2003).

4.2. Extraction de protéines et western blot
Les protéines ont été extraites dans 300ul de tampon de lyse (#FNNOO11, Invitrogen) pour une

culture de tanycytes de 10cm. Le lysat a été homogénéisé et clarifié par centrifugation a 12000
tr/min pendant 10min a 4°C. La teneur en protéines a été déterminée selon la méthode de
Bradford. Des aliquots d'extraits protéiques contenant la méme quantité de protéines ont été
préparées dans un tampon d'échantillon 5X et chauffées pendant 5min. Les protéines ont été
séparées sur des gels a gradient de Nupage 4-12% dans un tampon MES et transférées dans une
membrane de nitrocellulose (Invitrogen). La membrane a été bloquée dans le TBS contenant 0,1%
de Tween 20 et de BSA 3% pendant 1 heure a température ambiante et soumise a lI'immunoblotting
pendant la nuit a 4°C. Pour visualiser I'immunoréaction, la membrane a été incubée avec des
anticorps secondaires conjugués a la peroxydase (Sigma) pendant 1 heure a température
ambiante et développée par chimiluminescence (Super signal West Dura, Invitrogen). Les anticorps
utilisés pour le western blotting étaient I'anti-VAMP1 (#104002, Synaptic System), I'anti-VAMP2
(#104211, Synaptic System), lI'anti-VAMP3 (#104103, Synaptic System), Synaptic et I'anti-actine
(#AB5441 ; Sigma) et ont été utilisés au 1:1000.

5. Statistiques
Les résultats sont présentés sous forme de Moyenne * Erreur type (SEM). Les échantillons ou les

animaux ont été exclus si leurs valeurs se situent a I'extérieur de I'écart-type de + 2 fois I'écart-type
ou qu'un échec expérimental objectif ait été observé. Les investigateurs ne connaissaient pas les
groupes d’animaux ou ces derniers ont été randomisés. Pour vérifier si les populations suivent une
distribution gaussienne, un test de normalité a été effectué (test de Kolgomorov-Smirnov pour n
entre 5 et 7 ; test Shapiro-Wilk pour n >7). Pour les distributions normales, un test paramétrique a
été utilisé ; pour deux comparaisons de population, un test de Student non apparié (bilatéral pour
le traitement et I'expérience de phénotypage, bilatéral dans le cas contraire) a été utilisé comme
indiqué dans les Iégendes des figures. Pour un test de comparaison multiple, une analyse de
variance par un test ANOVA dans un ou deux sens, suivi par un test post hoc Sidak, a été effectué.
Pour les distributions non gaussiennes, nous avons utilisé le test de Mann-Whitney pour comparer
deux groupes. L'analyse des données a été effectuée a l'aide du logiciel GraphPad Prism version 7
(GraphPad, San Diego, CA). Le seuil de signification était p<0,05.
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Etude 1 : Impact de 'obésité maternel sur le développement de la

structure de 'éminence médiane

L’étude de Kim et ses collaborateurs a permis de montrer que I'obésité maternelle durant la
grossesse perturbait I'organisation générale de la BHE ainsi que sa perméabilité dans I'éminence
médiane de I’hypothalamus. En effet, lors de I'injection d’Evans Blue (un marqueur de perméabilité
en intraveineux chez des petits, au jour post-natal O, issus de mére en surpoids ou présentant un
poids normal, la diffusion du marqueur dans I’éminence médiane (EM) est plus prononcée chez les
petits provenant d’'une meére obése. L'Evans Blue pénétre davantage dans le parenchyme
hypothalamique. Afin d’expliquer cette différence, ils ont quantifié le nombre de vaisseaux
exprimant un marqueur des fenestrations dans les vaisseaux ; la protéine MECA32 dans I'EM et le
noyau arqué (ARC). L’'augmentation de la perméabilité de I’éminence médiane chez les petits issus
de mamans obéses est associée avec une augmentation du nombre de vaisseaux fenestrés positifs
au MECA32 sans augmentation du nombre total de vaisseaux dans la structure. Mais,
contrairement a ce qui avait déja été publié (Langlet et al., 2013), cette augmentation ne semble
pas étre associée avec un changement de la densité de marquage associé aux jonctions serrées :
Z0-1 au niveau des parois du troisieme ventricule.

Les auteurs ont choisi d’utiliser la densité de marquage sur la totalité de la paroi gauche du
troisiéme ventricule (3V) pour exprimer ce résultat. Il peut étre tout a fait approprié dans beaucoup
de cas, c’est pour cela qu’il est utilisé en premiére intention dans ce type d’étude. Toutefois, dans
ce cas précis, la densité de pixels ne permet pas d’apprécier le maillage caractéristique du
marquage Z0-1 sur les parois du 3V (nid d’abeille). Ainsi, si le marquage peut étre aussi dense
dans les 2 conditions, il est possible que sa structure soit différente, indiquant un
dysfonctionnement et cela n’a pas été présenté. Ensuite, le fait d’avoir choisi une si grande région
d’intérét peut également entrainer une sous-estimation de ce que l'on observe. Il a été
précédemment décrit que les défauts de la fonction de barriére portée par les tanycytes de
I’éminence médiane étaient observable en regard de I'augmentation du nombre de vaisseaux
fenestrés. Il aurait peut-étre été intéressant de quantifier la densité de pixels uniquement dans la
zone du 3V ol les auteurs ont observé 'augmentation du nombre de vaisseaux fenestrés et la
comparer avec une zone semblable chez les animaux controles. Toutefois, les auteurs ont, par la
suite, fait part du changement de la fonction de la barriére de I'éminence médiane au travers de
I’'expression en ARNm de la claudine-1 marqueurs des jonctions serrées exprimés spécifiquement
par les tanycytes. Les auteurs ont observé une augmentation d’expression de ce marqueur dans
des extraits d’ARC des petits issus d’un meére obése.

Ces résultats intéressants suggérent que la manipulation de I'environnement maternel,
notamment par I'alimentation, durant la gestation, induit des changements morphologiques de la
barriere hématoencéphalique de leur progéniture. Les mécanismes impliqués dans le
développement de ces différences structurales ne sont pas développés et I'analyse de
I'épigénétique de ces animaux pourrait été une bonne piste. L'étude du devenir de ces jeunes
animaux pourrait également étre un élément supplémentaire a exploiter afin de vérifier si les
changements morphologiques observés dans I'EM a PO auront des répercussions métaboliques a
I’age adulte. L’étude du transport des signaux métaboliques comme la leptine pourrait également
étre abordé.
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Etude 2: Le role des récepteurs a la leptine (LepR) dans le

transport tanycytaire de la leptine

La leptine, hormone sécrétée par les adipocytes en périphérie, joue un role fondamental dans la
régulation de I'homéostasie énergétique en contrblant la prise alimentaire et la dépense
énergétique (Ahima et Flier, 2000 ; Caron et al., 2018 ; Cohen et al., 2001b ; de Luca et al., 2005
; Friedman, 2019 ; Pan et Myers, 2018). Pour cela, elle a besoin de traverser la barriere hémato-
encéphalique et d'accéder a des neurones spécifiques sensibles a la leptine dans I'hypothalamus
et ailleurs, un processus, en partie, médié par les tanycytes (Balland et al., 2014).

Nos résultats montrent de fagon convaincante que, contrairement aux études récentes qui
remettent en question I'expression des récepteurs a la leptine (LepR) dans les tanycytes (Yoo et al.,
2019), ces derniers ne sont pas seulement exprimés mais sont fonctionnellement actifs dans les
tanycytes de I'éminence médiane de I’hypothalamus. L'hypothése selon laquelle les LepR ne sont
pas exprimés dans les tanycytes pourrait s'expliquer par le fait que, comme les astrocytes, ces
cellules gliales hypothalamiques spécialisées n'expriment pas les génes rapporteurs Cre
dépendants couramment utilisés dans les modéles animaux de type LepR::Cre (Yuan et al., 2018)
ou que les techniques alternatives utilisées a ce jour ne sont pas assez sensibles (Yoo et al., 2019).
De plus, dans les lignées de souris Cre-dépendantes inductibles utilisées par d'autres équipes (Yoo
et al., 2019), l'accessibilité du géne LepR dans les tanycytes peut étre altérée par l'utilisation du
tamoxiféne, connu pour modifier I'architecture chromatinienne (Zhou et al., 2019), interférer avec
l'activité du récepteur aux cestrogénes et affecter son métabolisme (Liu et al., 2018). Nous avons,
dans notre cas, résolu ces problémes techniques grace a une série de méthodes et d’outils pour
détecter la présence et l'activité des LepR.

De plus, nous démontrons que la signalisation des LepR dans les tanycytes joue un rdle critique
dans le mécanisme de transcytose par lequel ils transportent la leptine circulante dans
I'nypothalamus. De plus, I'activation des LepR par la leptine entraine l'activation précoce du
récepteur EGF (EGFR), dont le laboratoire avait, précédemment et par hasard, démontré la capacité
a rétablir la sensibilité a la leptine périphérique chez des animaux obéses induits par I'alimentation
(Balland et al., 2014). Cette activation de I'EGFR, qui dépend de I'action de la leptine sur son
récepteur dans les tanycytes, est nécessaire pour libérer la leptine internalisée dans le
compartiment cellulaire de I'endosome précoce, en déclenchant la voie de signalisation ERK. Nous
avons montré que les LepR et 'EGFR semblent former un complexe capable de se lier a la leptine
comme a I'EGF. Toutefois, il reste a déterminer si 'activation de I'EGFR par le EGF seul module
également les effets de la liaison de la leptine ainsi que les processus en aval, y compris I'activation
ERK ou la libération de leptine.

La leptine centrale exerce également des effets spécifiques et complémentaires en périphérie. Sur
le tissu adipeux, elle agit, notamment, sur la régulation de la répartition des nutriments en
diminuant l'expression des enzymes clés de la lipogénése de novo et en stimulant les niveaux de
pHSL, essentiels pour l'activation de la lipolyse (Buettner et al., 2008 ; Caron et al., 2018). De
maniére intéressante, en plus des Iégéres conséquences sur le poids corporel, nous montrons que
la suppression de I'expression des LepR dans les tanycytes de I'éminence médiane de souris males
adultes, entraine un phénotype conséquent. La recombinaison dans le modéle, augmente la prise
alimentaire ainsi que I'utilisation disproportionnée des glucides, favorisant ainsi I'accumulation de
lipides et modifiant considérablement la capacité du cerveau a contrbler I’homéostasie du glucose.
Nous avons observé que ce dernier élément est associé a une déficience marquée des cellules
pancréatiques et une modification du tonus sympathique.
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La capacité de la leptine a réguler ces divers paramétres métaboliques réside dans les neurones
exprimant la LepR dans le noyau arqué (ARC), a savoir les neurones a la proopiomélanocortine
(Pomc) et les neurones exprimant le peptide associé a I’Agouti (Agrp). Ces neurones sont connus
pour étre impliqués dans le contréle de la lipogenése du tissu adipeux (Buettner et al., 2008) et
dans I'noméostasie du glucose (Coppari et al., 2005), en réponse a ce signal d’adiposité. Par
exemple, la suppression des LepR dans les neurones Pomc ou Agrp entraine une obésité modérée,
tandis que I'élimination des LepR dans les neurones Agrp et Pomc combinés entraine des effets
cumulatifs importants sur l'adiposité sans changement significatif de la prise alimentaire
(Balthasar et al., 2004 ; van de Wall et al., 2008). Le fait que nos souris imitent ce phénotype
métabolique suggére que la déplétion des LepR dans les tanycytes empéche I'accés de la leptine
aux neurones Pomc et Agrp et ses actions dans les populations neuronales du second ordre. Cette
hypothése est étayée par le fait que I'expression du transcrit Agrp, un antagoniste des récepteurs
de la mélanocortine, et celle de Socs3, un géne de réponse a la leptine connu (Howard et Flier,
2006), sont régulées a la baisse dans I'ARC lorsque les LepR tanycytaire sont retirés. Il est
intéressant de noter que le systéme mélanocortine est impliqué a la fois dans I'homéostasie du
glucose (Berglund et al., 2012 ; Coppari et al., 2005 ; Vauthier et al., 2017) et dans la régulation
de la lipogenése dans le tissu adipeux blanc grace au systéme nerveux sympathique (Buettner et
al., 2008) et que les taux de noradrénaline circulante sont réduits chez les souris ne présentant
pas de LepR dans les tanycytes.

A la lumiére de ces résultats, nous proposons I'hypothése selon laquelle la diminution d'activité
des neurones Pomc et Agrp dans le noyau arqué dorsomédian (dmARC) en réponse a la leptine,
altére leur capacité a communiquer correctement avec d’autres neurones via le systéme
mélanocortine (Fan et al., 2000 ; Obici et al., 2001). Ce dysfonctionnement modifie I'activité des
neurones du systéme nerveux autonome du tronc cérébral et de la moelle épiniére (Rossi et al.,
2011 ; Sohn et al., 2013), et donc leur controle des tissus périphériques cibles (Caron et al., 2018
; Coppari et Bjorbaek, 2012). En effet, nous avons constaté que la diminution de la sécrétion
d'insuline par les cellules B pancréatiques chez les souris dépourvues de LepR dans les tanycytes
était associée a une augmentation significative de leur expression des récepteurs adrénergiques
o2A. Ce résultat concorde avec les études antérieures montrant que l'activation de ces récepteurs
est associée a une diminution de la tolérance au glucose et de I'exocytose insulinique chez B les
souris (Fagerholm et al., 2011). De plus, chez I'numain, un polymorphisme conduisant a la
surexpression du récepteur adrénergique c2A ADRA2A est associé a un risque accru de développer
un DT2 (Rosengren et al., 2010). Nos résultats suggerent que I'élimination de I'expression des
récepteurs de la leptine dans les tanycytes peut entrainer une diminution de la sécrétion d'insuline
qui peut s'expliquer par une surexpression des récepteurs adrénergiques a2A. Dans I'ensemble,
ces résultats comblent les lacunes dans notre compréhension du mécanisme d'action de la leptine:

i) la leptine atteint les neurones dmARC par une voie impliquant le transport
transcytotique par les tanycytes d'éminence médiane. Ce transport dépend de
l'activation d'un complexe LepR/EGFR et de la signalisation ERK.

i) la leptine stimule ensuite les neurones dmARH contrélant le systéme mélanocortine et
le tonus sympathique,

iii) cela diminue le stockage des lipides dans le tissu adipeux et contrble 'noméostasie du
glucose en fagonnant la fonction et la plasticité des cellules des ilots pancréatiques par
la modulation de expression des récepteurs adrénergiques. Pour appuyer ces propos,
les altérations du transport tanycytaire de la leptine se manifestent par une diminution
du tonus sympathique, une augmentation de l'adiposité viscérale, une stéatose
hépatique et une intolérance au glucose avec dysfonction pancréatique.
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Des études longitudinales menées chez I'Homme montrent que le diabéte de type 2 (DT2) se
développe chez des sujets présentant une hypersécrétion d'insuline en phase normoglycémique et
prédiabétique afin de maintenir la glycémie prés de la normale. Cela s’effectue souvent dans un
contexte de surconsommation chronique de nutriments et d'insulinorésistance liée a I'obésité,
jusqu'a atteindre un seuil auquel cette réponse cellulaire compensatoire 3 devient insoutenable
(Prentki et Nolan, 2006). Pour compenser l'insulinorésistance, en augmentant la sécrétion
d'insuline, il faut habituellement améliorer la fonction des cellules B et augmenter la masse
cellulaire B, stimulée par I'apport accru en glucose et en acides gras libres (Steil et al., 2001).
Cependant, le diabéte est une maladie hétérogéne (Tuomi et al., 2014), et un modéle alternatif
caractérisé par l'altération de la sécrétion d'insuline due a un déficit fonctionnel pourrait
prédominer dans certains groupes ethniques. Cette variabilité phénotypique a pu étre observée
dans une étude japonaise ou la proportion de patients progressant vers l'apparition du DT2 était
de 50 % chez les patients présentant un dysfonctionnement des cellules [ isolées. En comparaison,
cette proportion est de 14 % chez les patients présentant une insulinorésistance (Morimoto et al.,
2013). Curieusement, dans une étude épidémiologique, des patients coréens atteints de DT2, ont
développé une altération de la sécrétion d'insuline et une résistance a l'insuline, 10 ans avant
l'apparition du diabéte. Puis, ces mémes patients ont présenté une altération de la compensation
cellulaire B avec une diminution brusque de la sécrétion d'insuline au cours des 2 derniéres années
avant l'apparition du DT2 (Ohn et al., 2016). Cela met en évidence le rble central du
dysfonctionnement des cellules B dans la pathogenése du DT2 dans les populations asiatiques.
L'existence de deux schémas de progression de la maladie peut également étre mise en évidence
grace au fait que les patients T2D d'Asie de I'Est présentent un IMC beaucoup plus bas que les
patients européens, mais plus de graisse intra-abdominale pour des valeurs similaires (Yoon et al.,
2006). Dans notre modéle animal, l'atténuation du transport tanycytaire de la leptine entraine un
déficit initial de sécrétion d'insuline. Douze semaines aprés la suppression sélective de LepR dans
les tanycytes d'éminence médiane, les souris LepRTank0 développent une altération de la sécrétion
d'insuline en réponse au glucose, dans un contexte de graisse viscérale accrue mais de sensibilité
normale a l'insuline. Cette altération de la sécrétion d'insuline stimulée par le glucose, qui est
potentiellement a la base de l'altération de 'homéostasie du glucose, peut étre observée au niveau
des Tlots pancréatiques isolés sans aucun changement apparent dans leur taille ou leur
organisation. Cela suggere plutdt une modification de l'intégrité fonctionnelle des cellules B qui
imite le phénotype humain principal décrit ci-dessus.

189



Etude 3 : Implication des endozépines centrales dans

I'amélioration de phénotype d’obésité induit par un régime gras
Dans cette étude, nous avons montré que les endozépines sont exprimées par les cellules gliales,
y compris les tanycytes, dans I'hypothalamus et le complexe vagal dorsal (DVC). Ces molécules y
jouent un role dans le contrble de la prise alimentaire en activant les voies anorexigénes centrales.
Il est important de noter que l'action anorexigéne des endozépines dépend strictement de la
présence de leptine et est liée a l'activation STAT3. En regard de l'effet de la co-administration de
I’OP et de leptine chez la souris ob/ob, I'OP semble exercer ses effets anorexigénes et anti-obésité
en augmentant la sensibilité de la leptine par un mécanisme qui facilite le transport tanycytaire de
la leptine du sang vers I'hypothalamus. En concordance avec cette hypothése, I'élimination
sélective des récepteurs a la leptine (LepR) dans les tanycytes estompe la phosphorylation STAT3
induite par I'OP dans I'hypothalamus.

L'expression des endozépines gliales dans les structures liées a la prise

alimentaire

Des études pionniéres ont rapporté une distribution hétérogéne de I'ARNm DBI dans le cerveau de
rat, avec des niveaux d'expression plus élevés dans I'hypothalamus, les parois du troisieme
ventricule (3V), et I'area postrema (AP) (Alho et al., 1988). L'immunohistochimie pour 'ODN couplée
a la technique de microscopie électronique a confirmé son association avec les cellules gliales et
épendymales (Tonon et al., 1990). Nos résultats, combinant I'immunodétection de I'ODN et
I'amplification de I'ARNm pour DBl dans le cerveau de la souris, sont cohérents avec ces résultats
précédents et peuvent s’étendre jusqu’au tronc cérébral. Comme précédemment rapporté pour
I'nypothalamus (Lanfrey et al., 2013), l'expression gliale de I'ODN a été observée dans les
astrocytes présents dans le noyau du tractus solitaire (NTS) et les cellules ressemblant a des
tanycytes autour de I’AP. De facon intéressante, les taux d'ARNm pour DBI dans I'hypothalamus et
le DVC sont réduits aprés un jeline et sont normalisés aprés la réalimentation. Ces mémes taux
sont également réduits chez les souris passées sous régime gras (HFD) par rapport aux souris
nourries au régime normal (NC). Ces résultats sont concordants avec I'effet anorexigéne endogéne
des endozépines gliales, exprimé principalement par les tanycytes et les cellules de type
« tanycyte » de I'hypothalamus et du DVC respectivement.

Les circuits neuronaux impliqués dans l'anorexie induite par les endozépines

En effectuant une premiére analyse du schéma de prise alimentaire en réponse aux endozépines,
nous avons montré que le traitement par I'ODN ou I'OP diminuait a la fois la taille des repas et le
taux d’alimentation . Pourtant le ratio de satiété, un indicateur de satiété, était augmenté aprés le
traitement a I'ODN. Ce profil suggére que I'ODN ou I'OP a inhibé la prise alimentaire par un
mécanisme de contrble de la taille des repas. Les injections d’OP n'ont pas modifié l'activité
locomotrice aux moments ou les effets anorexigénes de la molécule ont été observés. De ce fait,
I'action anorexigéne des endozépines ne peut pas étre une simple conséquence d’une modification
du niveau d’éveil, chez I'animal, par la modulation du signal GABA. De plus, I'OP n'a pas modifié la
quantité de kaolin ingérée, excluant ainsi que I'effet anorexigéne observé soit di a I'induction de
nausées chez I'animal (Seeley et al., 2000) ; Yamamoto and Yamatodani, 2018). Jusqu'a présent,
les structures centrales activées en réponse aux endozépines n'étaient que partiellement
identifiées (Compere et al., 2003). En utilisant l'immunomarquage c-Fos, nous avons révélé une
activation cellulaire liée a I'OP au sein des noyaux du NTS-AP, du noyau arqué (ARC), du noyau
paraventriculaire (PVN) et de I’hypothalamus ventro-médian (VMH). Ce schéma d'activation semble
cohérent avec la réduction de la prise alimentaire induite par I'OP. Les neurones POMC sont des
neurones anorexigenes connus pour avoir un impact sur I'hnoméostasie énergétique par
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l'intermédiaire des récepteurs a I'aMSH/mélanocortine de type 3 et 4 (MCRs/4) (van Swieten et al.,
2014). Bloquer I'activité des MCR3/4 supprime les effets anorexigénes des ODN (Matsuda et al.,
2007 ; Lanfray et al., 2013). Etonnamment, seule une faible proportion des neurones POMC de
I’ARC sont positifs au marquage c-Fos en réponse a une OP (6 %). D'autre part, des enregistrements
de patch-clamp de cellules entiéres effectués sur des tranches d’hypothalamus ont révélé que
I'application d'OP dans le bain, active une plus proportion significative de neurones POMC de I’ARC
(environ 33% des neurones POMC testés). Plusieurs points pourraient expliquer cet écart apparent
entre les résultats c-Fos et les résultats électrophysiologiques des neurones POMC de I'ARC. Il est
bien admis que des discordances entre 'augmentation du marquage c-Fos et I'activation neuronale
ont pu étre observées dans certaines conditions. En effet, l'absence d’augmentation d’expression
de c-Fos ne devrait pas automatiquement signifier que les neurones ne sont pas activés, puisque
c-Fos est connu pour n'étre induit que dans les neurones fortement activés (Dragunow and Faull,
1989). Par contre, I'immunohistochimie pSTAT3 a révélé une plus forte proportion de neurones
POMC marqués dans I’ARC (20 %) que lors du marquage c-Fos, ce qui est plus compatible avec les
résultats électrophysiologiques. Néanmoins, ces résultats, obtenus dans des conditions
expérimentales différentes (in vivo vs in vitro), pourraient révéler la coexistence de mécanismes
distincts. Nous pouvons émettre I'hypothése qu'en plus de la stimulation de la navette leptine
tanycytique, mise en évidence dans le présent travail, I'OP pourrait également stimuler directement
les neurones POMC. D’autant qu'il a déja été rapporté que l'injection d'OP dans I'ARC avait entrainé
une réduction de l'apport alimentaire (Lanfray et al., 2013) et que Bouyakdan et ses collégues
(Bouyakan et al., 2019) ont récemment montré que I'ODN a activé sélectivement les neurones
POMC de I'ARC sur des tranches hypothalamiques par le biais d’un récepteur a 'ODN couplé aux
protéines G. A l'inverse, prés de 30 % des neurones POMC dans le NTS expriment c-Fos aprés un
traitement a I’'OP. Il a récemment été démontré qu'une activation sélective aigué des neurones
POMC du NTS entraine une réduction rapide et significative de la prise alimentaire, alors que les
neurones POMC dans I'ARC ne modifient le comportement alimentaire qu'aprés une activation
prolongée (Zhan et al., 2013). Cependant, les neurones POMC de I'ARC ou du NTS ne représentent
gu'une petite fraction des cellules dans lesquelles OP induit I'expression c-Fos. Ainsi, les résultats
actuels suggérent le recrutement de voies anorexigénes supplémentaires. La nesfatin-1, un
peptide de 82 acides aminés exprimé dans diverses régions du cerveau, y compris les noyaux
hypothalamiques et du tronc cérébral (Oh-l et al., 2006 ; Bonnet et al., 2009), présente un effet de
diminution de la prise alimentaire (Shimizu et al., 2009). Nous rapportons dans cette étude, que
les neurones nesfatin-1 comprennent une proportion significative de cellules exprimant le c-Fos en
réponse a I'OP, tant dans I'hypothalamus que dans le NTS. Cela suggére une contribution
significative de ces neurones dans le phénotype de type anorexigénique induit par OP. De plus, les
neurones au peptide proche du glucagon (GLP-1) du NTS sont fortement stimulés en réponse a
I'OP. Il a été démontré que les neurones GLP-1 du NTS projettent leurs axones dans le PVN et
activent directement les neurones nesfatin-1 dans le PVN pour limiter la prise alimentaire
(Katsurada et al., 2014). L'activation des récepteurs aux catécholamines A2/C2 par I'OP, constaté
grace a l'augmentation du co-marquage du Tyrosine hydrolase/c-Fos dans le NTS, pourrait
transmettre a I'hypothalamus des renseignements sur l'alimentation associée a I'OP (c.-a-d. la
glycémie ou le signal de satiété) provenant du NTS. En effet, on a rapporté que ces cellules
catécholaminergiques médient les effets des variations de la glycémie sur la prise alimentaire et
transmettent l'information sur l'alimentation du NTS aux structures du cerveau antérieur
impliquées dans I'alimentation (Yettefti et al., 1995). Dans leur ensemble, ces données appuient
fortement I'hypothése selon laquelle I'OP agit directement ou indirectement avec les réseaux
neuronaux impliqués dans la régulation centrale de I'homéostasie énergétique. Cela peut
expliquer, en partie, la modification de la taille et de la fréquence des repas. Enfin, une proportion

191



importante d'astrocytes et de tanycytes entourant les 3V et 4V semble étre activée apres l'injection
de I'OP. Ces résultats corroborent des études in vitro antérieures montrant que I'ODN et I'OP
peuvent agir comme facteurs controlant l'activité des cellules astrogliales (Gandolfo et al., 1997 ;
Lamacz et al., 1996 ; Leprince et al., 1998).

Les endozépines comme agents augmentant la sensibilité a la leptine

L’'une des principales conclusions de la présente étude est I'absence d'hypophagie induite par I’OP
chez les souris ob/ob déficientes en leptine, a la suite d'un traitement aigu ou chronique. Cela
suggére que l'action des endozépines nécessite la présence de la leptine circulante. La
signalisation intracellulaire de la leptine implique la voie JAK/STAT aprés la phosphorylation et la
translocation nucléaire de STAT3. Par conséquent, la perturbation du site de fixation STAT3 sur
LepR (Bates et al., 2003) ou la suppression de I'expression neuronale de STAT3 (Gao et al., 2004)
entraine une hyperphagie et une obésité graves. Dans cette étude, nous montrons que I'OP induit
pPSTAT3 dans les neurones des souris ARC, VMH et du NTS chez les souris sauvages (WT) mais pas
chez les souris ob/ob, qui présentent une mutation sur le géne codant pour la leptine. De plus,
I'expression c-Fos induite par I'OP s'est avérée absente chez les souris ob/ob. Grace a la co-
injection d'OP et de faibles doses de leptine chez des souris ob/ob, nous avons démontré que I'OP
potentialise I'effet de la leptine sur la réduction de la consommation alimentaire et sur la perte de
poids. Les effets anorexigénes de I'OP, chez la souris WT, peuvent étre bloqués par l'injection
périphérique de l'antagoniste de la leptine SLAN. Dans I'ensemble, nos données sous-entendent
une interaction entre les endozépines et la leptine endogéne. De maniére intéressante, il a
récemment été rapporté que l'action anorexigéne de l'injection intrapéritonéale de leptine est
atténuée par l'inhibition pharmacologique du récepteur métabolotrope aux endozépines (Lanfray
et al., 2016). Les souris soumises au régime gras, hyperleptinémiques, présentent une sensibilité
accrue aux effets anorexigénes aigus anorexiques aigus de I'OP, par rapport aux souris nourries
par NC. Cela suggére que I'OP facilite I'accés de la leptine circulante aux circuits neuronaux régulant
l'alimentation, un processus ou les tanycytes peuvent agir comme un pivot (Prevot et al., 2018).
Les tanycytes de I'éminence médiane (EM) expriment des LepR fonctionnels et fonctionnent
comme une navette pour la leptine entre le sang et le liquide céphalorachidien (LCR) grace a un
processus dépendant de la signalisation ERK (Balland et al, 2014). Cette voie est altérée chez les
individus présentant une résistance périphérique a la leptine, caractéristique bien connue de
l'obésité diététique (Myers et al., 2008) et associée a une réduction du transport de la leptine dans
le cerveau (Caro et al., 1996 ; El Haschimi et al., 2000 ; Schwartz et al., 1996). Toutefois, le
transport tanycytaire de la leptine a pu étre restauré, chez des animaux obéses, par l'activation de
la phosphorylation de ERK dans les tanycytes par des voies alternatives de signalisation (Balland
et al., 2014). Comme précédemment décrit dans les astrocytes (Hamdi et al., 2012), nos données
montrent que I'OP favorise I'activation ERK dans les tanycytes cultivés. Nos expériences in vivo
montrent également que le traitement a I'OP augmente l'accés de la leptine fluorescente injectée
dans la circulation a I'nypothalamus. De plus, I'élimination sélective des LepR dans les tanycytes
entrave l'activation de STAT3 dans I'hnypothalamus par I'OP. Dans l'ensemble, nos données
suggerent fortement que I'OP médit ses effets sur 'hnoméostasie énergétique en en activant le
transport de la leptine par les tanycytes, dépendant de ERK. Il est intéressant de noter que
Maniscalco et Rinaman (Maniscalco and Rinaman, 2014) ont observé une sensibilité différentielle
de l'activation STAT3 en réponse a la leptine dans I'ARC, le VMH et le NTS. Selon ces données,
I'ARC présente une sensibilité a la leptine plus élevée que le NTS ou le VMH. Le marquage pSTAT3
maximal est obtenu aprés une dose relativement faible de leptine (50 ug/kg). De plus, sa réponse
a la leptine est soumise a saturation dans une plage correspondante aux taux plasmatiques
endogenes de leptine (c.-a-d. de 10 a 130 ug/kg ; Campfield et al., 1995). Sur la base de nos
données, il est tentant de spéculer que les endozépines pourraient moduler la sensibilité de la
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leptine dans I'ARC en réponse a l'alimentation en augmentant le transport tanycytaire de la leptine
(Balland et al., 2014 ; Balland and Cowley, 2015) et en régulant I'expression du LepRb dans
I'nypothalamus (Baskin et al., 1998). Comme on I'a récemment proposé pour les astrocytes (Garcia-
Caceres et al., 2019), l'intégration de signaux énergétiques dans les tanycytes pourrait donc jouer
un role actif dans le controle de I'homéostasie énergétique (Figure 13). La question de savoir si des
mécanismes semblables existent également dans le cadre du NTS et du 4V ne peut pas étre exclu
puisque les cellules de type tanycyte de I’AP expriment également les LepR (Dallaporta et al.,
2009), ainsi que les transcrits de DBI. De plus, Bouyakdan et ses collaborateurs (Bouyakan et al.,
2019) ont récemment démontré que la suppression de la DBI dans les astrocytes favorisait
I'nyperphagie et I'obésité d'origine alimentaire chez la souris. Ceci renforce l'idée que les peptides
apparentés au DBI agissent comme des gliotransmetteurs pour moduler le bilan énergétique.

En résumé, nos données indiquent que les niveaux d'expression des endozépines gliales
dépendent de I'état nutritionnel et ne sont pas régulés pendant I'obésité. Le traitement aux
endozépines exogénes exerce un effet anorexigéne par un mécanisme dépendant de la leptine.
Nos données suggerent également que les tanycytes et les cellules ressemblant a des tanycytes
du tronc cérébral sont des sources majeures d'endozépines gliales. De plus, I'expression et la
libération d'endozépines tanycytaires peuvent étre particulierement élevées lors d'une poussée de
glucose et d'insuline suite a l'ingestion d'aliments puisque nous avons démontré que l'insuline
induit la production de transcriptions DBI et que le glucose et l'insuline déclenchent de fagon
synergétique la libération de ODN par les tanycytes.
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Discussion sur les résultats supplémentaires

Intervenir sur le transport tanycytaire en exprimant, de fagon spécifique, la neurotoxine botulique
de sérotype B dans les tanycytes (souris BoNTBT") donne des résultats phénotypiques similaires
au modele murin utilisé dans I'étude 2 (souris LepRTak0) concernant la prise alimentaire, la
libération de catécholamines, la tolérance a la leptine ainsi que I'activation de p-STAT3 en condition
post-prandiales basales. De plus, les animaux BoNTBT™n semblent également étre plus sensibles
au régime gras, grossissant plus rapidement que les témoins de la méme portée. Ces résultats
nous amene a suggérer que le transport de la leptine par les tanycytes soit dépendant de la voie
d’exocytose dépendante. Nous avons également observé des perturbations de ’'homéostasie du
glucose associés a des modifications pancréatiques. Toutefois, certaines différences ont été
observées au niveau de la sécrétion d'insuline et de la résistance a l'insuline, soulignant une
divergence entre l'incapacité de sécréter de l'insuline chez les souris LepRT™nk0 et |a capacité
augmentée de sécréter de l'insuline face a un certain degré de résistance a l'insuline dans le
modéle BoNTBT™n, Alors que chez les souris LepRTank0, les modifications génétiques ne résultent
qgu'en l'absence des LepR n’affectant, a priori, que 'activité de la leptine sur les tanycytes, chez les
souris BoNTBTan, |a recombinaison a probablement un impact sur le transport général de plusieurs
hormones métaboliques dont la leptine. Le modéle LepRTank0 empiéte sur la fonction intrinséque
des cellules B pancréatiques qui ne sont pas capables de sécréter de I'insuline lors de la charge de
glucose. Le modéle BoNTBT™n, a favorisé le développement de l'insulinorésistance qui est associée
a une capacité de sécrétion d'insuline exacerbée méme dans les Tlots isolés. Par conséquent, on
aurait pu s'attendre a ce que les souris BoNTBTa" présentent des altérations plus prononcées que
les souris LepRT™ak0, gau niveau des fonctions pancréatiques. Cependant, le phénotype des souris
BoNTBTan et LepRTank0 est similaire au niveau de l'intolérance au glucose, suggérant que l'apparition
de certains mécanismes compensatoires, probablement dus au blocage du transport tanycytaire
d'autres hormones. Une diminution du transport dans I’hypothalamus d'hormones délétéres
comme par exemple la résistance adipokine (Muse et al., 2007) ou les cytokines inflammatoires
pourrait éventuellement limiter l'altération de I'noméostasie du glucose. De plus, chez les souris
BoNTBT™an, une altération potentielle du transport de l'insuline dans I'ARC pourrait atténuer la
signalisation de l'insuline et réduire la sensibilité des neurones de I'ARC a I'hormone et entrainer
une résistance générale a l'insuline, comme on I'a observé chez les souris BONTBTan,
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Grace au modéle animal BoNTB™n nous avons pu démontrer que la perturbation de la voie
d’exocytose dépendante des protéines VAMP1-3 spécifiquement dans les tanycytes entraine des
perturbations métaboliques visibles. Cela suggére ce mécanisme de sécrétion dans les tanycytes
hypothalamiques joue un role crucial dans la régulation du métabolisme énergétique. Toutefois,
perturber un mécanisme aussi général est susceptible d’affecter le transport de multiples signaux
simultanément et donc plusieurs fonctions métaboliques. Ces résultats ouvrent néanmoins de
nouvelles perspectives concernant I'implication de la voie de transport et de sécrétion tanycytaires
dans le cadre d'autres molécules pour atteindre dans I'hypothalamus médiobasal, ce qui justifie
des recherches supplémentaires. Nous avons donc choisi d’explorer les mécanismes impliqués
dans le transport par les tanycytes d’une hormone en particulier: la leptine. Pour cela nous avons
choisi d’affecter I’expression de ses récepteurs spécifiques dans les tanycytes.

L'étude de notre modéle murin LepRT™nk0 semble avoir mis en évidence des mécanismes
moléculaires et cellulaires comme la collaboration étroite entre LepR-EGFR-ERK dans le transport
transcytotique de la leptine circulante dans I'hypothalamus par les tanycytes, régulant l'accés
physiologique de la leptine aux neurones sensibles a la leptine dans le cerveau. La perturbation du
transport de la leptine par les tanycytes a été décrite comme étant un facteur pouvant intervenir
dans le développement de I'obésité et de la résistance a la leptine. Le fait que ce transport peut
étre amélioré grace a I'injection chronique d’EGF (Balland et al., 2014) concorde bien avec nos
résultats. Toutefois, certaines études montrent que le transport de la leptine exogéne a
I'hypothalamus semble tout a fait fonctionnel aprés des temps d’exposition au régime gras
conséquents (20 jours pour Kleinert et al., 2019 ; 20 semaines pour Harrison et al., 2019). Il est
important de rappeler qu’il y a une différence entre le transport de la leptine endogéne et exogéne
et que ce dernier peut occulter le premier. De plus, nous n’avons que trop peu d’informations
concernant la plasticité des structures cérébrales impliquées dans le transport de la leptine, dont
I'hypothalamus et I'EM, au cours de I'exposition a un régime gras. Des données non publiées
collectées au sein du laboratoire suggéerent que I’'exposition au régime gras peut affecter le nombre
de vaisseaux fenestrés dans I’éminence médiane ainsi que I'organisation des jonctions serrées au
niveau des parois du 3V qui font face a I’ARC, quand I’'animal est mis a jeun. Ce mécanisme pourrait
permettre aux signaux métaboliques de diffuser plus facilement dans I'’ARC. Puisque nous avons
vu que le régime maternel intervient dans la plasticité de la barriere de I'EM de la descendance, il
est donc plausible de penser que le régime alimentaire puisse également la modifier au cours de
la vie. Notre modéle LepR™nk0 nous a permis d’évaluer I'impact de I'expression des LepR dans les
tanycytes sur le transport de I’hormone vers I’hypothalamus sans intervention d’un régime riche en
graisses et des potentielles conséquences associées (inflammation centrale et périphérique,
perturbation de la physiologie globale et éventuels mécanismes de compensation mis en place).

L’état de phosphorylation de STAT3 basal dans I’ARC des souris LepRT%0 montre que I'expression
des LepR dans les tanycytes ne perturbe pas significativement I'accés de la leptine aux cellules de
la vmARC. La présence de projections neuronales, dont les corps cellulaires proviennent de cette
zone, vers les vaisseaux fenestrés suggere que ces neurones ont un acces direct aux signaux
circulants. Par contre I'accés de la leptine au niveau des neurones du dmARC semble dépendre de
I’'expression des LepR dans les tanycytes. Au vu du phénotype métabolique de nos animaux et de
celui des souris chez qui on a réduit I'expression des LepR dans les vaisseaux et plexus choroides
(Di Spiezio et al., 2018), ces résultats suggérent que I'action de la leptine, sur la partie ventrale de
I’ARC, pourrait intervenir majoritairement sur la sensibilité a la récompense. L’activité de la leptine
sur partie dorsomédiane de I’ARC pourrait, quant a elle, jouer un rdle préférentiel dans la régulation
de I'homéostasie énergétique. Ce processus de transport dépendant de I'expression des LepR
tanycytaires, semble nécessaire au contréle central du métabolisme lipidique périphérique et de
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I'noméostasie du glucose. Notre étude montre également un lien entre le transport tanycytaire
déficient de la leptine et la pathophysiologie de l'insuffisance cellulaire pancréatique, dans un
contexte non-obése. Tout comme dans I’étude de Geller et ses collaborateurs, notre travail suggere
gue les tanycytes sont des relais importants dans la communication entre la périphérique et le
cerveau dans le cadre de la régulation du métabolisme énergétique (Geller et al., 2019).

Toutefois, le phénotype métabolique observé dans le modéle LepRTanko est plus faible que celui
d’un db/db suggérant que I'expression des LepRb dans les tissus périphériques et/ou au cours du
développement est d’une grande importance dans la régulation du métabolisme énergétique. Nous
n'avons également retrouvé qu’une partie du phénotype des animaux qui présentent une délétion
des LepR dans les neurones NPY/AgRP et POMC (van de Wall et al., 2008). Une explication possible
serait que nous ne constatons que la recombinaison induite par I'injection de TAT-Cre dans le 3V
n'affecte que 60% des tanycytes de I’éminence médiane, laissant a la leptine une possibilité
réduite d’acces.

Enfin, nous avons constaté que I'expression des LepR dans les tanycytes semble étre essentiel a
I'activité des endozépines comme I’OP dans I’hypothalamus. En suggérant que I'OP puisse faciliter
le transport de la leptine vers ses cibles neuronales, le bon fonctionnement de I'expression des
LepR dans les tanycytes semble étre un facteur a prendre en considération dans le cadre du
développement de thérapies impliquant les endozépines.

Afin d’aller plus loin dans la compréhension des mécanismes impliqués dans le transport des
signaux périphériques par les tanycytes, voici nos principales perspectives concernant I'étude du
rle des récepteurs a la leptine dans les tanycytes :

e Afin de confirmer que le phénotype observé au sein des tissus périphériques des animaux
LepRTanko est bien associé a une perte du transport de la leptine jusqu’au neurones cibles
de I'hypothalamus, nous souhaiterions vérifier si ce dernier peut étre renversé par
I’administration centrale de leptine. Pour cela, nous évaluerions le phénotype de nos
animaux avant d’injecter de la leptine en i.c.v (injection aigle). Les animaux devraient
pouvoir améliorer leur tolérance au glucose et/ou leur sécrétion d’insuline et/ou leur
concentration sanguine en noradrénaline.

e Evaluer la cinétique de développement du phénotype. Pour ce qui est de la dysfonction
pancréatique, nous nous focalisés dans un premier temps a 12 semaines, au moment ou
le phénotype est le plus marqué. Nous prévoyons donc de refaire les expériences menées
sur le pancréas, 4 semaines apreés la recombinaison. Ainsi, nous pourrions comprendre les
mécanismes impliquées dans I'hypersécrétion d’insuline et comparer les changements
observés dans I'expression des genes entre 4 et 12 semaines aprés recombinaison.

e Visualiser la perte de transport de la leptine dans notre modéle animal. Pour cela, nous
effectuons des mises au point a propos de l'injection de leptine fluorescente chez nos
modeles. Ainsi nous prévoyons d’injecter cette molécule, chez nos animaux, en
intraveineuse et de comparer le transport de cette molécule entre les animaux traités a la
TAT-Cre et leur contréles.

e Vérifier si la diminution du tonus sympathique est bien a I'origine du phénotype observé
dans tous les tissus étudiés (augmentation de I'accumulation des lipides dans le tissu
adipeux et le foie, dysfonctionnement du pancréas). Pour cela, un marquage des tissus
avec un anticorps dirigé contre la Tyrosine hydrolase est envisaggé.
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e Suite a la baisse d’activation pSTAT3 dans le modéle LepRTnk0 apreés injection d’OP en i.c.v,
il serait intéressant d’observer le phénotype associé a I'administration centrale de I'OP sur
le métabolisme énergétique du modéle et ses contrbles. Ainsi, nous pourrions évaluer la
part d’implication du transport de la leptine dans I'action anorexigéne de I'OP.

Enfin voici les principales perspectives concernant I'étude du mécanisme d’exocytose dépendante
des VAMP1-3:

e Procéder a I'’étude de la cinétique de développement du phénotype d’hypersécrétion de
I'insuline par les pancréas des animaux BoNTBTn. Pour cela, nous allons refaire les
expériences sur les Tlots pancréatiques isolés mais a des temps plus courts que celui étudié
ici (12 semaines aprés recombinaison). La comparaison des résultats obtenus a ceux du
modéle de I'étude 2 (LepRT™nk0) nous permettra peut-étre d’évaluer ce qui est dépendant
de la leptine et des autres hormones ou signaux.

e FEvaluer la tolérance des animaux BoNTBTa & d’autres hormones métaboliques
périphériques comme la ghréline.

e Observersil'injectioni.c.vde la leptine ou la ghréline ou I'insuline chez les BoNTBTa" permet
de restaurer le phénotype. L’injection i.c.v permet de contourner le transport tanycytaire.
L’amélioration d’'un des paramétres métaboliques grace cette injection suggérera
I'implication du transport tanycytaire de la molécule injectée dans le processus.
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Résume

Titre: Les tanycytes véhiculent la leptine dans le cerveau
métabolique : mécanismes moléculaires et rble dans la

physiopathologie de la résistance hormonale et I'obésité/diabéte Legle Doctorale
kI (0L OGI= SANTE

Mots clés : Leptine, Hypothalamus, Tanycyte, Obésité, Diabéte Lilke bl ete branee

Le contrle de la balance énergétique, permettant le maintien de la masse corporelle nécessite un
dialogue continu entre la périphérie et I'hypothalamus dans le cerveau. L’accés des hormones
périphériques a cette structure cérébrale est essentielle au bon fonctionnement des circuits
neuronaux qui régule 'homéostasie énergétique. Toutefois, peu d’éléments concernant sur les
mécanismes de transport de ces signaux métaboliques a I’hypothalamus sont actuellement
connus. L’éminence médiane, une structure hypothalamique formant le plancher du 3¢ ventricule,
contient des cellules épendymogliales hautement spécialisées appelées tanycytes. Il a été
démontré que les tanycytes transportent les signaux métaboliques tels que la leptine jusqu’au
liqguide céphalorachidien par un mécanisme de transcytose. ldentifier les mécanismes
moléculaires impliqués dans ce transport est essentiel a notre compréhension au phénomeéne de
résistance centrale aux hormones, observé chez les patients obéses et aux patients atteints d’un
diabéte de type 2. Au cours de ma thése, apres l'infusion d’une protéine de fusion recombinante
(TAT-Cre) dans le 3¢ ventricule d’'un modéle de souris floxées pour le géne codant pour les
récepteurs a la leptine (LepR(loxP/loxP)), nous avons étudié le role des LepR dans les tanycytes
dans le controle centrale de ’hnoméostasie énergétique chez la souris. Nos résultats montrent que
la perturbation de I'expression des LepR sélectivement dans les tanycytes entraine une
augmentation de la masse corporelle, de I'adiposité, de la cholestérolémie, de la triglycéridémie et
une diminution de la concentration sérique en noradrénaline. Ceci est associé avec une
augmentation de la prise alimentaire, une diminution de la sensibilité périphérique a la leptine
sans affecter la sensibilité centrale ainsi qu’un développement progressif d’intolérance au glucose.
L’activité du pancréas et du tissu adipeux de notre modéle est également affecté. En paralléle,
nous avons étudié les mécanismes sous-jacents a I'action anorexigénique des endozépines. Nos
résultats que les endozépines activent la voie de signalisation ERK, nécessaire au transport de la
leptine dans le cerveau, au sein de tanycytes en culture et que ces molécules ont besoin de
I'expression tanycytaire des LepR pour permettre la phosphorylation de STAT3 dans
I’hypothalamus. Enfin, nous avons analyser I'effet de I'expression de la neurotoxine botulique de
sérotype B (BoNTB) dans les tanycytes sur le contréle de 'homéostasie énergétique, grace a
I'infusion de TAT-Cre dans le « e ventricule du modéle BoNT/B(loxp-STOP-loxP). La BoNTB inactive,
grace a un clivage protéolytique, les synaptobrévines 1-3 et altére I'exocytose associé a ces
protéines. Nos résultats montrent la perturbation de I'activité de ces protéines dans les tanycytes
affecte la prise alimentaire, la sensibilité a la leptine et la tolérance au glucose, comme dans le
précédant modéle animal. Toutefois, nous avons constaté des différences concernant I'activité du
pancréas et du tissu adipeux. L’ensemble de ces données démontre pour la premiére fois, le role
clé des tanycytes hypothalamiques dans la régulation du métabolisme énergétique in vivo, ainsi
qgue lI'implication de I'expression des LepR dans les tanycytes dans I'activité de la leptine et des
endozépines dans le cerveau métabolique.
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