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RESUME

L’hypothalamus est une structure du systéme nerveux central fortement impliquée dans
la régulation de ’homéostasie glucidique. En effet, il recoit en permanence des signaux
d’origines diverses (nerveuses, endocriniennes, ou méme métaboliques) en
provenance d'un grand nombre d’organes périphériques qui l'informent sur I'état
métabolique global de l'organisme. L’intégration de ces informations aboutit a
I'élaboration d’'une réponse nerveuse adaptée qui sera envoyée en périphérie via le
systéme nerveux autonome et modulera en retour 'activité des organes périphériques
afin de maintenir la glycémie dans des limites strictes. Des lors, un dysfonctionnement
dans cette boucle de régulation peut participer a I'établissement de maladies

meétaboliques telles que I'obésité ou le diabéte de type |l.

by

Au cours de ce doctorat, nous nous sommes attachés a identifier de nouveaux
mécanismes et acteurs moléculaires impliqués dans ces communications entre la
périphérie et I'hypothalamus dans des conditions physiologiques et

physiopathologiques.

Dans une premiere étude, nous avons pu montrer que l'inflammation et le stress du
réticulum endoplasmique observés au niveau du jéjunum d’animaux obéses modifie la
libération hypothalamique de monoxyde d’azote (NO) en réponse a la détection
entérique de glucose. Dés lors, nous montrons que les senseurs entériques au glucose
peuvent étre considérés comme des cibles thérapeutiques potentielles pour les maladies

métaboliques.

Dans une seconde étude, nous avons plus particulierement étudié les effets centraux de
I'apeline, peptide bioactif original du fait de sa double origine puisqu’il est produit par le
tissu adipeux mais également au niveau hypothalamique. Nos résultats montrent que le
NO hypothalamique est nécessaire a I'établissement de certains effets bénéfiques
périphériques de I'apeline sur 'homéostasie glucidique (diminution de la glycémie
nourrie, amélioration de la tolérance au glucose). Par ailleurs, nous avons également
démontré que les effets centraux de l'apeline dépendaient de la dose injectée, de la
situation énergétique (a jeun/nourri) et de la situation métabolique (maigre/obese) de
I'organisme. Ainsi, de forts taux d’apeline hypothalamique participent a la mise en place

d’'un diabéte de type 2.

L’ensemble de ces travaux de doctorat renforce I'importance des communications inter-
organes dans le controle de 'homéostasie glucidique, et propose de nouvelles cibles

moléculaires (apeline) et tissulaires (intestin) pour le traitement du diabéte de type 2.






ABSTRACT

The hypothalamus is a central nervous system area which is strongly involved in
the control of glucose homeostasis. Indeed, the hypothalamus is able to detect
peripheral signals from various organs which inform the body about the
nutritional/metabolic state. These signals are from various origins (nervous,
endocrine or metabolic) and modifications of the hypothalamic neuronal activity
modulated by these factors generate an adaptive nervous signal which will be
send to periphery via the autonomous nervous system (ANS). In response to the
activation of ANS, peripheral organs create an appropriate response in order to
maintain blood glucose in physiological state. Once, dysfunction in this regulating
loop can be implicated in the development of metabolic disease such as obesity or
type 2 diabetes.

During this PhD, we aimed at identifying new mechanisms and molecular actors
involved in these communications between peripheral tissue and hypothalamus

under physiological and pathological state.

First, we demonstrate that inflammation and endoplasmic reticulum stress that
occur in the jejunum of obese animals can modify the hypothalamic release of
nitric oxide (NO) in response to stimulation of enteric glucose sensors. Our data
strongly reinforce the hypothesis that the "gut-to-brain" axis can be now

considered as new potential therapeutic targets for treatment of metabolic disease.

In a second study, we focused our intention of central effects of apelin, a bioactive
peptide produced by adipose tissue and hypothalamic neurons. Our results show
that hypothalamic NO is implicated in the establishment of beneficial peripheral
effects of central apelin on glucose homeostasis (decrease fed glycemia, increase
glucose tolerance). In another hand, we also demonstrate that central effects of
apelin were strongly dependant of the injected dose, the nutritional state
(fasted/fed) and the metabolic state (lean/obese). Thus, high dose of hypothalamic

apelin participate to the development of type 2 diabetes.

This work reinforces the importance of inter-organs communications in the control
of glucose homeostasis and offers new molecular (apelin) and tissular (gut) targets
for the treatment of type 2 diabetes.

Keywords: Hypothalamus / Apelin / Glucose / Gut / Metabolic disease
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PARTIE 1 : INTRODUCTION






I.L’homéostasie glucidigue, un parametre important et finement réqulé

1) Définition

Tout organisme requiert en permanence de I'énergie pour maintenir ses
fonctions vitales. Face a cette nécessité et pour pallier I'apport discontinu de
substrats énergétiques, de nombreux mécanismes de régulation sont mis en
jeu pour assurer soit la métabolisation immédiate des substrats soit leur
stockage en vue d’une utilisation future. L’ensemble de ces fins mécanismes de

gestion des substrats est regroupé sous le terme d’homéostasie énergétique.

Parmi les principales sources d’énergie pour un organisme (glucides, lipides et
protéines), le glucose est la molécule énergétique la plus utilisée dans des
conditions physiologiques du fait de sa disponibilité immédiate. Toutefois, la
glycémie doit étre maintenue dans des limites strictes afin de ne pas mettre
I'intégrité de l'organisme en péril. Pour cela, il existe tout un ensemble de
mécanismes capables de contribuer a cet équilibre. Cet ensemble porte le nom

d’homéostasie glucidique.

Ainsi, il existe des mécanismes permettant d’oxyder le glucose afin de produire
de l'adénosine triphosphate (ATP), molécule fournissant I'énergie nécessaire
aux réactions métaboliques. Dans les périodes postprandiales, c'est-a-dire au
cours de I'élévation de la glycémie suivant une prise alimentaire, d’autres
processus biochimiques permettent le stockage du glucose sous diverses
formes en vue de son utilisation ultérieure. Enfin, dans le cas d’'un jedne,
lorsque le glucose circulant tend & diminuer, 'ensemble des stocks auparavant
crées vont étre mobilisés et utilisés. Si ce jeline se poursuit, I'organisme est
alors capable de mettre en jeu des mécanismes permettant d'utiliser d’autres
substrats afin de produire de novo du glucose (néoglucogénese) et ainsi palier

aux carences du moment.



2) Organes, tissus et mécanismes impliqués

a) Présentation des organes et tissus participant a la réqgulation de

’homéostasie glucidique

Le maintien de 'homéostasie glucidique est rendu possible par de hombreux
systemes de communication établis entre les organes impliqués. Parmi ceux-ci,
lintestin est extrémement important puisque c’est a ce niveau que sont
absorbés, aprés une prise alimentaire, les substrats énergétiques ou leurs
précurseurs qui seront par la suite utilisés par 'organisme. A ce titre, cet organe
posséde donc un grand nombre de senseurs métaboliques et un fort pouvoir
sécrétoire qui lui permettent de signaler aux autres organes larrivée de
molécules énergétiques telles que le glucose dans l'organisme. L’intestin est
notamment en communication avec le foie, qui recoit le glucose absorbé par
l'intestin via la veine porte hépatique. Son devenir dépendra ensuite des
conditions énergétiques de l'organisme et de la voie métabolique qui domine
sur le moment. En effet, le foie est un véritable chef d’orchestre de la régulation
de la glycémie : il sera capable de stocker le glucose si la glycémie est élevée
ou stable, et d’en produire si la glycémie tend & baisser *. Ce réle du foie dans
la régulation de la glycémie a été mis en évidence par I'expérience dite « du foie
lavé » par Claude Bernard en 1855 2. Il a constaté que dans le milieu
d’incubation d’'un foie entiérement rincé a I'eau on ne détectait pas de glucose
dans un premier temps. En revanche, aprés un temps d’attente, du glucose
apparaissait dans ce méme milieu. Sa conclusion f(t que le glucose devait donc
étre présent dans le foie, mais exister sous une autre forme, insoluble, et était
transformé au cours du temps. Cette expérience démontre donc que le foie est

un organe de stockage du glucose dans I'organisme.

L’arrivée de glucose dans la circulation sanguine va notamment étre détectée
par le pancréas. Son réle dans la régulation de 'homéostasie glucidique est
important du fait de sa sécrétion d’hormones telles que l'insuline ou le glucagon
par les ilots de Langerhans. Ceux-ci comprennent 4 types cellulaires, plus ou
moins nombreux. Ainsi, les plus représentées (65 a 80%) sont les cellules ,
responsables de la production de I'insuline. Viennent ensuite les cellules a (15 a

20%), qui produisent le glucagon. Enfin, on trouve aussi en forte minorité les



cellules delta qui produisent la somatostatine (3 a 5%) et les cellules F qui
sécreétent le peptide pancréatique (moins de 1%). La production de ces
hormones va permettre de stocker le glucose ou, a l'inverse, d’utiliser les stocks
existants en fonction de I'état métabolique de I'organisme. Outre le foie, le tissu
adipeux est également capable de créer des réserves énergétiques, en partie
par la transformation du glucose. On distingue en réalité 2 types de tissus
adipeux : le tissu adipeux brun et le tissu adipeux blanc. Le tissu adipeux brun a
pour principal role de participer a la régulation de la température corporelle par
le phénoméne de thermogénése °. Son implication dans la régulation de
I’'homéostasie énergétique a longtemps été considérée comme peu importante,
mais de récentes études ont mis en évidence sa capacité a modifier la dépense
énergétique de l'organisme en réponse a divers stimuli tels qu’une diminution
de la température corporelle ou la présence d’'insuline *°. Le tissu adipeux blanc
est, quant a lui, le plus abondant et constitue I'organe premier de stockage des
6

lipides Il est également de plus en plus considéré comme un organe

endocrine & part entiére, du fait de son importante activité sécrétoire . Ces
sécrétions, portant le nom d’adipokines, sont capables d’agir par voie endocrine
pour moduler l'activité d’autres organes et sont donc largement impliquées dans

la régulation de 'homéostasie énergétique ®.

Les muscles participent également a la régulation de 'homéostasie glucidique
du fait de leur part quantitative en termes de poids de I'organisme ainsi que de
leur sensibilité a l'insuline. Ces organes peuvent utiliser le glucose capté afin de
permettre leur fonctionnement correct, mais également générer des réserves
energétiques (bien que la capacité de stockage par cellule soit largement

inférieure a celle d’'un hépatocyte).

Le dernier acteur de cette régulation I’'homéostasie énergétique est le cerveau.
Bien que cet organe soit relativement isolé du reste de I'organisme par la BHE
(barriere  hémato-encéphalique) formée par I'endothélium des vaisseaux
intracérébraux et les pieds astrocytaires, il existe des zones ou les métabolites
et les hormones atteignent plus facilement le systeme nerveux central, en
particulier 'hypothalamus. Ces zones, les structures neurohémales, présentent
des capillaires fenestrés facilitant le passage de nombreux messagers. Les

signaux sont alors intégrés au niveau de I'’hypothalamus, principalement au



niveau du noyau arqué qui modifiera ensuite lactivité d’autres noyaux
hypothalamiques. Grace a ses projections nerveuses sur I'ensemble des
organes et tissus périphérigues, le cerveau est alors capable de moduler par la
suite les réponses périphériques mises en place lors de variations de la

glycémie.

b) Mécanismes utilisateurs de glucose

Avant d’étre utilisé, le glucose sanguin doit étre capté afin de pénétrer dans la
cellule. Ceci est rendu possible par 2 familles de protéines qui sont les SGLTs
(Sodium glucose co-transporters) dans l'intestin et le rein qui assurent un
transport actif, et les GLUTs (Glucose transporters), présents dans I'ensemble
des tissus et qui, eux, assurent une diffusion facilitée °.

Dans l'intégralité des tissus et organes, I'entrée de glucose est plus ou moins
aisée. Cela dépend en partie du type de transporteur de glucose qui est
exprimé a la surface des cellules composant I'organe ou le tissu en question.
Les SGLTs, de part leur localisation, jouent un réle majeur mais limité a
I'absorption intestinale et la réabsorption tubulaire rénale du glucose. En
revanche, la famille des GLUTs comprend une douzaine d’isoformes dont les
plus connues sont les GLUT 1 a 4, et qui ont des affinités plus ou moins
importantes avec le glucose. Ainsi, GLUT2 présente une faible affinité, ce qui
fait que I'entrée de glucose se fera proportionnellement a la glycémie dans les
cellules qui I'expriment et qui sont principalement les hépatocytes et les cellules
B pancréatiques. A linverse, d’autres membres de la famille des GLUTs
présentent une tres forte affinité qui permet donc une entrée importante de
glucose au sein des tissus qui les expriment '°. C’est notamment le cas pour
GLUT1 et GLUT4 qui sont exprimés dans les muscles et le tissu adipeux et
eégalement dans les neurones avec GLUT3 et GLUT8. Toutefois, la fonction
exacte de ce dernier reste encore a éclaircir. En effet, celui-ci ne semble pas
étre présent & la membrane plasmique des cellules, mais plutét associé aux
membranes internes de la cellule comme le réticulum endoplasmique ou les
endosomes, ce qui laissent penser que ce transporteur serait impliqué dans le
transport intracellulaire du glucose **. D’autres transporteurs ne sont également

pas exprimés a la membrane de fagon constitutive. Par exemple, GLUT4 y sera



transloqué sous certaines conditions de stimulation, telles que la présence

d’insuline 2.

Une fois dans la cellule, la molécule de glucose va étre transformée par une
hexokinase en glucose-6-phosphate (G6P). Cette enzyme est présente dans
presque tous les tissus, a I'exception des hépatocytes et des cellules B du
pancréas qui possédent une isoforme particuliére nommée glucokinase *3.
Cette derniére assure la méme transformation biochimique du glucose mais
présente une affinité pour le glucose plus faible que I'hexokinase, ce qui se
traduit par une saturation beaucoup moins importante en adéquation avec les
besoins du foie qui doit faire face a un afflux important de glucose en période
post-prandiale. Le G6P nouvellement formé par ces enzymes est au carrefour
des différentes voies métaboliques qui pourront étre évoquées par la suite
puisqu’il s’agit du substrat de départ ou d’arrivée de chacune de ces voies.
Ainsi, dans le cadre de l'utilisation du glucose, la voie métabolique impliquée se
nomme glycolyse (Figure 1). L'ensemble du processus biochimique se
déroule dans le cytoplasme de la cellule, a partir de glucose transformé en G6P
pour aboutir notamment a la formation de 2 molécules de pyruvate et 2
molécules d’ATP. Le pyruvate sera ensuite amené a la mitochondrie ou il
rentrera dans le cycle de Krebs, qui permettra la synthese de 3 équivalents
réduits (NADH, H+) générant par la suite 11 autres molécules d’ATP aprés
passage dans la chaine respiratoire mitochondriale. Le stock d’ATP produit
sera alors disponible pour I'établissement de multiples réactions biochimiques

nécessaires a la vie cellulaire.
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Figure 1: Voie de la glycolyse et devenir du pyruvate. Le glucose entre dans la cellule par
un transporteur de la famille des GLUTSs et est directement transformé en glucose-6-phosphate.
Cette molécule va ensuite subir plusieurs transformations menant a la production de pyruvate.
Ce dernier servira alors de substrat énergétique via son oxydation dans le cycle de Krebs

La totalité des organes sont consommateurs de glucose afin d’assurer leur
survie et leur(s) fonction(s). Toutefois, ceux-ci peuvent étre de plus ou moins
gros consommateurs et/ou étre plus ou moins dépendants de ce substrat
énergetique. Ainsi, les muscles sont de forts consommateurs de glucose,
notamment lors de la pratique d’une activité physique. Ces derniers ont
également la capacité d’utiliser d’autres substrats énergétiques comme les
lipides afin de continuer a fonctionner. En revanche, le cerveau, autre important
consommateur de glucose, est un organe dont la survie et le bon
fonctionnement sont presque strictement dépendants d’un apport suffisant et
continu en glucose puisque ses stocks de glycogene sont fortement limités. Les
corps cétoniques, dérivés des acides gras, sont les seuls substrats alternatifs
gue peut utiliser le cerveau en cas de pénurie de glucose, mais ceux-Ci

n’apparaissent que lors d’un jedne prolongé.



D’autres organes tels que le foie et le tissu adipeux sont également
d'importants consommateurs de glucose dans des situations bien précises
comme apres une prise alimentaire. Toutefois, le but final n’est alors plus de
permettre le bon fonctionnement physiologique de I'organe, mais de générer

des réserves mobilisables lorsque la glycémie commencera a diminuer.

c) Mécanismes de stockage du glucose

Le glucose en exces dans la circulation sanguine n’est, en conditions
physiologiques, pas éliminé par I'organisme. Il est mis en réserve sous 2 formes

possibles : le glycogéne ou les lipides.

Les seuls organes capables de réaliser un stockage du glucose sous forme de
molécules de glycogene sont le foie et les muscles. |l s’agit un polymére de
glucose ou les molécules sont liées en a (1-4) et branchées en a (1-6) tous les
8 a 12 résidus. Cette voie métabolique est appelée glycogénogénése (Figure
2). Elle débute par la transformation d’un glucose-6-phosphate en glucose-1-
phosphate pour aboutir a la génération d'une chaine de molécules de

glycogéne via I'action de la glycogéne synthase.

Glucose

Glucose
Hexokinase l

Glucose-6-phosphate
Phosphogiucomulase l

Glucose-1-phosphate
UDP-Glucozse phosphorylase l
UDP - glucose

GIYCOgéne (n glucose) Glycogéne synthase

Glycogéne (n+1 glucose) uDP

Figure 2 : Voie de la glycogénogénese. Au sein du muscle ou du foie, le glucose entre dans
la cellule par un transporteur de la famille des GLUTSs et est directement transformé en glucose-
6-phosphate. La phosphoglucomutase permet alors lisomérisation de cette molécule en
glucose-1-phosphate, qui sera alors greffé sur un squelette UDP qui permettra le transfert sur
une molécule de glycogéne en cours de formation par la glycogéne synthase.



Un élément important marque pourtant une différence entre le foie et le muscle.
En effet, dans les périodes inter-prandiales ou de jelne, lorsque le taux de
glucose circulant est trop faible, le foie est capable d’hydrolyser ces stocks de
glycogene et de retransformer le G6P en glucose, pour le redistribuer a
'ensemble de I'organisme, via la circulation sanguine. En revanche, le muscle
n'est pas capable d’effectuer cette redistribution générale, et le G6P résultant
de I'hydrolyse du glycogéne ne sera, dans ce cas, utilisé que par le muscle lui-
méme. Cette différence fondamentale est dile a une enzyme, la glucose-6-
phosphatase, catalysant la réaction inverse de la glucokinase, capable de
déphosphoryler le G6P en glucose, qui pourra ensuite sortir de la cellule par
gradient de concentration. En effet, cette enzyme est largement présente et
active dans le foie, mais est en revanche retrouvée en trés faible quantité et
trés peu active dans le muscle **. Toutefois, le G6P provenant du glycogéne
hydrolysé peut, dans des situations trés précises d’effort musculaire prolongé,
réemprunter la voie de la glycolyse et produire du lactate. Ce dernier peut
ensuite se retrouver dans la circulation et étre utilisé par le foie comme produit
glucoformateur ou comme substrat énergétique par d’autres tissus tels que les

muscles %°.

La capacité de stockage énergétique sous forme de glycogene étant limitée,
une autre forme de réserve existe : les lipides. Le stockage de glucose sous
cette forme est également possible dans uniquement 2 organes : le tissu
adipeux principalement et le foie, en second lieu °. Le processus biochimique
impliqgué se nomme la lipogenese (Figure 3). Cette voie utilise le pyruvate
résultant de la glycolyse en le transformant en citrate au sein de la mitochondrie
puis en acétyl-Coenzyme A dans le cytosol. Ce produit sera ensuite transformé
en palmitate, qui sera envoyé au niveau du réticulum endoplasmique, et a partir
duquel des acides gras plus longs pourront étre formeés. Ces derniers seront, a
terme, fixés a un squelette de glycérol pour former des triglycérides, forme

finale de stockage.
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Figure 3: Voie de la lipogeneése. Le pyruvate issu de la glycolyse est acheminé au sein de la
mitochondrie. Son oxydation par le cycle de Krebs va générer du citrate, qui sera ramené dans
le cytosol. Il subit ensuite diverses modifications qui vont aboutir & la synthése de palmitate. Ce
dernier sera alors envoyé au niveau du réticulum endoplasmique ou il pourra étre transformé en
divers acides gras qui seront par la suite greffés sur un squelette de glycérol, permettant ainsi la
synthése de triglycérides.

d) Mécanismes producteurs de glucose

Lorsque la glycémie est trop faible, le foie va étre capable de mobiliser ses
stocks de glycogene et de reformer du glucose afin de le redistribuer dans la
circulation sanguine. En effet, la structure ramifiee du glycogene permet la
libération rapide de molécules de glucose-6-phosphate, transformées par la
suite en glucose. Nommée glycogénolyse (Figure 4), cette voie métabolique
comprend 3 étapes et posséde I'avantage de ne pas consommer d’ATP. En
premier lieu, la glycogéne phosphorylase va scinder les liaisons o (1-4) des
molécules de glycogene, libérant ainsi du glucose-1-phosphate. Cette molécule

va alors étre convertie en glucose-6-phosphate par la phosphoglucomutase.



Apres déphosphorylation par la glucose-6-phosphatase, le glucose-6-
phosphate est transformé en glucose et peut ainsi sortir de la cellule.

Glucose

Glucose

I Glucose-G-phosphatase
Glucose-6-phosphate

I Phosphogivcomutase
Glucose-1-phosphate

Glycogéne {I‘I-1 glucose) Glycogens phosphoryfase

Glycogene (n glucose)

Figure 4 : Voie de la glycogénolyse. La glycogene phosphorylase détache une molécule de
glucose-1-phosphate d’une molécule de glycogéne. Ce dernier sera au final transformé en
glucose-6-phosphate par I'action de la phosphoglucomutase. Au sein du foie uniquement, la
glucose-6-phosphatase produira une molécule de glucose, qui pourra ensuite rejoindre la
circulation sanguine.

Lorsque les stocks de glycogene ont été utilisés, 'organisme est capable de
synthétiser du glucose a partir de substrats non glucidiques. Cette voie porte le
nom de néoglucogenése (Figure 5). Seuls 3 organes, le foie, les reins *® et
lintestin ', sont capables de réaliser cette opération. Les substrats de départ
sont principalement le pyruvate issu de la glycolyse (45%), le glycérol (30%) et
les acides aminés (30 %). Le glycérol provient de I'hydrolyse compléte des
triglycérides et les acides aminés de la protéolyse musculaire. Ces 2 derniers
substrats seront transformés préalablement en pyruvate. Ce dernier, au terme
de multiples transformations enzymatiques, et notamment I'implication de la
phosphoénol pyruvate carboxykinase (PEPCK), va générer du glucose-6-

phosphate qui sera déphosphoryler en glucose par la glucose-6-phosphatase.
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Figure 5: Voie de la néoglucogénese. Le pyruvate est transformé en oxaloacétate par
l'intermédiaire de la mitochondrie. L’action de la PEPCK permet de transformer ce dernier en
phosphoénolpyruvate, qui va subir les réactions inverses de la voie de la glycolyse. Cela génére
au final du glucose-6-phosphate, transformé ensuite en glucose.

Toutefois, le foie reste I'organe premier de cette synthése dans le sens ou il est
le seul capable de produire du glucose de novo dans des proportions assez
importantes pour pouvoir approvisionner I'ensemble de I'organisme. Les reins,
eux, sont capables de produire du glucose (surtout a partir de I'acide aminé
glutamine) mais les quantités produites sont nettement insuffisantes pour
approvisionner I'ensemble de l'organisme et cette production n’est vraiment

8 Concernant la

significative qu’aprés plusieurs jours de jeline
néoglucogeneése intestinale, son importance et son réle physiologique restent
encore tres discutés, malgré I'expression des genes des enzymes régulatrices
de la néoglucogénése dans l'intestin gréle de rat et dhomme *° ainsi que

I'observation de la forte activité de ces enzymes lors d’un jetine %.
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3) Régulation(s) du contrdle de I’lhoméostasie glucidique

Le maintien de 'homéostasie glucidique et I'équilibre entre les différentes voies
métaboliques évoquées ci-avant sont rendus possibles par I'existence de fines
régulations impliqguant plusieurs variétés de signaux comme des métabolites
circulants, des hormones et des signaux nerveux. Nous ne présenterons dans
cette partie que les différents systemes de régulation périphériques. Le réle
prépondérant de I'hypothalamus dans cette régulation sera détaillé dans la

partie suivante.

a) Régulation endocrine

Les hormones impliqguées dans la régulation de la glycémie les plus célébres
sont l'insuline et le glucagon. Ces 2 hormones peptidiques sont produites par le

pancréas, plus précisément par les cellules a et 3 des 1lots de Langerhans.

L’insuline et le glucagon ont des effets totalement opposés. La premiére va
permettre le stockage sous forme de glycogéne et de triglycérides et I'utilisation
du glucose.Ces effets passent par I'activation des voies de la glycogénogénese,
de la lipogenese et de la glycolyse et par l'inhibition les voies de production de
glucose que sont la glycogénolyse et la néoglucogenése. En revanche, le
glucagon favorisera I'activation des voies de production d’énergie au détriment

des voies d'utilisation et de stockage.
e Voie de signalisation de l'insuline

L'insuline est une protéine globulaire comportant 2 chaines polypeptidiques
reliées entre elles par 3 ponts disulfures. La premiére chaine, a, comporte 21
acides aminés et la seconde, B, en comporte 30. Le géne de linsuline code
pour une seule chaine peptidigue, nommée préproinsuline, présentant un
peptide signal de 24 acides aminés dans sa partie N-terminale et un peptide C
au centre de la séquence. La séquence signal sera clivée lors de la
translocation du peptide dans le réticulum endoplasmique, et les ponts
disulfures seront mis en place, ce qui donnera alors la proinsuline. L'insuline
mature résultera ensuite du clivage enzymatique du peptide C, ce qui formera

les chaines a et B 2! (Figure 6).
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Figure 6 : Maturation de P'insuline. La préproinsuline comporte un peptide signal qui sera
clivé pour donner la proinsuline. Ce précurseur se verra ensuite éliminer le peptide C présent au
centre de sa séquence. Cela donnera alors l'insuline mature, composée de 2 chaines a et 3
reliées entre elles par des ponts disulfures.

Le récepteur a l'insuline est composé de 2 sous unités a et de 2 sous unités 3
reliées entres elles par des ponts disulfures ?2. Il est présent a la membrane des
tissus cibles de 'hormone (principalement le foie, le muscle et le tissu adipeux).
Il s’agit d’'un récepteur transmembranaire comportant un domaine de liaison a
’hormone dans sa partie extracellulaire, et une partie intracellulaire pourvue

d’une activité tyrosine-kinase 3.

En I'absence de liaison a l'insuline, le récepteur est en configuration inactive.
En revanche, lors de la fixation de l'insuline, les 2 sous unités porteuses de
I'activité tyrosine kinase se rapprochent et effectuent une transphosphorylation
(phosphorylation d’'une sous unité par l'autre) sur des résidus tyrosines précis

24 Cette premiére étape de phosphorylation va ouvrir la voie a la
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phosphorylation en chaine d’autres tyrosines de ces sous unités. Ces tyrosines
nouvellement phosphorylées vont étre des points d’ancrage pour des protéines
intracellulaires porteuses d'un domaine PTB (PhosphoTyrosin Binding) %
comme la famille des IRS (Insulin receptor substrate). Il existe 4 isoformes (de
1 a 4) de ces protéines, dont les plus largement représentées sont IRS-1 au
niveau du muscle et du tissu adipeux, et IRS-2 au niveau du cerveau et des
cellules B des filots de Langerhans (toutefois, en raison de I'abscence du
récepteur a I'insuline sur les cellules B pancréatiques, le recrutement d’'IRS-2 se
fera dans ce cas par I'intermédiaire du récepteur a I'lGF1). Ces dernieres vont
servir d’'intermédiaires entre le récepteur a l'insuline et le reste de la voie de
signalisation. Celles-ci vont donc s’ancrer sur une tyrosine phosphorylée du
récepteur a l'insuline via leur domaine PTB, et également aux phospholipides
membranaires via un domaine dit PH (pour Pleckstrin Homology, principal
substrat de la protéine kinase C) %°. De cette facon, la moitié carboxyterminale
des protéines IRS se trouve alors a proximité du domaine tyrosine kinase du
récepteur, qui phosphoryle des résidus tyrosines spécifiques sur les IRS. Ces
parties phosphorylées sont reconnues par des protéines relais, comme la sous
unité p85 de la PI3K (Phosphatidylinositol 3 kinase) %’ ou la protéine adaptatrice
Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2) ?® qui est un relais d’activation de
la voie des MAP kinases. Ces protéines adaptatrices possedent dans leur

séquence un domaine SH2 (Src homology 2) permettant leur liaison 2°.

Activées par leur liaison, ces protéines vont ensuite permettre la mise en place
de I'ensemble des effets de 'insuline. Ainsi, la PI3K va permettre le recrutement
et I'activation de la protéine Akt. Cette derniére va a son tour phosphoryler et
activer d’autres relais intracellulaires impliqués en priorité dans les effets
métaboliques de I'hormone (translocation des transporteurs GLUT4 a la
membrane, synthése de glycogéne,....). La protéine Grb2, elle, va, via le
facteur d’échange nucléotidique SOS (Son of sevenless), activer une petite
protéine G: Ras. Cette derniere va ensuite activer la kinase Raf, qui va
permettre I'activation par phosphorylation de 2 MAP kinases: ERK1 et 2
(Extracellular signal-regulated kinase). Ces derniéres, par I'entremise de
facteurs de transcription, vont permettre I'expression de génes impliqués dans

la synthése protéique et la prolifération (Figure 7).
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Figure 7 : Voie de signalisation de I'insuline. La fixation de l'insuline sur son récepteur va
induire la phosphorylation de ce dernier sur des résidus tyrosine permettant alors a la protéine
IRS1 de se fixer et d’étre activée. IRS1 phosphorylée active a son tour la PI3K en se liant sur sa
sous-unité p85. Celle-ci active alors Akt qui augmente la translocation de GLUT4 a la
membrane et permet ainsi 'augmentation du transport de glucose et de son utilisation. En
parralléle, IRS1 également va activer la voie des MAP kinases qui permettront l'induction de la
synthése protéique et de la prolifération cellulaire.

La fin de la signalisation a lieu avec I'endocytose des complexes
insuline/récepteurs au sein des endosomes, dont le milieu acide est favorable a

Iactivité de peptidases capables de dégrader les complexes *
e Voie de signalisation du glucagon

Le glucagon est un peptide composé de 29 acides aminés, trés conservé entre
les espéces puisque I'on retrouve une homologie de séquence compléte chez
tous les mammiferes. De la méme fagon que pour linsuline, le géne du
glucagon code pour une chaine peptidique nommée préproglucagon. La
séquence comporte un peptide signal qui sera clivé pour former le proglucagon.
Ce peptide sera ensuite clivé dans les cellules a des ilots de Langerhans par
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l'enzyme PC2 (Prohormone convertase 2) pour produire le glucagon.
Cependant, au niveau de lintestin, dans les cellules L, d’autres peptides
(nommés GLP-1 et 2 pour Glucagon Like Peptide 1 et 2) peuvent aussi étre
formés par des clivages alternatifs de la PC1 sur le méme précurseur (Figure
8). Ces peptides alternatifs font partie pour certains de la famille des incrétines,

qui seront évoquées ci-apres.

KR R KR R RR RR KK

Proglucagon

Pancréas
GRPP |E %//////%-//////////
1

Glicentine GLP-1 IP-2 GLP-2

1

GRPP Oxyntomoduline

Figure 8 : Maturation du glucagon (d’aprés Furuta. 2001). Le clivage du proglucagon est
différent selon I'organe dans lequel il se déroule. Au niveau du pancréas, ce précurseur sera
clivé de facon a produire du glucagon et également du GLP-1. Il résulte également un peptide
MPGF (Major ProGlucagon Fragment) dont la fonction reste encore a identifier. Au niveau de
lintestin, le proglucagon est clivé en GLP-1 et 2 et glicentine. Ce dernier peptide sera ensuite a
nouveau clivé en GRPP et oxyntomoduline (impliquée dans la modulation de la digestion).
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Le récepteur au glucagon est une glycoprotéine membranaire de 63 kDa ! qui
appartient a la famille des récepteurs & 7 domaines transmembranaires couplés
a une protéine G. Il est présent dans un grand nombre de tissus comme le foie,
le rein, lintestin, le cerveau, le tissu adipeux, le cceur et le pancréas 2 La
fixation du glucagon a son récepteur va entrainer le recrutement et I'activation
de la petite protéine G associée au récepteur. Au moins 2 types de protéines G

sont connus pour étre associes a ce récepteur : Ggs et Gq 33,

Concernant la protéine Ggs, sous l'effet de la fixation de I'hormone a son
récepteur, la sous-unité a va libérer un nucléotide GDP et le remplacer par une
molécule de GTP. Le changement de conformation qui en résulte va entrainer
la désolidarisation des 3 chaines qui la composent et la libération de la sous
unité a. Celle-ci va aller se fixer a I'adénylate cyclase qui va ainsi étre activée et
convertir 'ATP en AMPc 3. L’augmentation du taux intracellulaire d’AMPc va
induire I'activation de la PKA (Protein kinase A), qui va permettre d’activer les
voies de la glycogénolyse et de la néoglucogéneése tout en inhibant la voie de
la glycolyse. Ainsi, la PKA va phosphoryler et activer la glycogene
phosphorylase kinase, une enzyme elle-méme capable de phosphoryler et
d’activer la glycogéne phosphorylase *°. Cette derniére enzyme est ensuite
responsable d’initier la dégradation du glycogéne. Dans le méme temps, au
niveau hépatique, la protéine CREB (cCAMP response element-binding) va étre
activée et permettre d’augmenter la transcription du facteur PGC-1a
(Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-a). Ce dernier
va alors favoriser I'expression du géne de la PEPCK, enzyme clef de la

néoglucogénése *,

De la méme fagon, le recrutement de la protéine G, va permettre I'activation de
la phospholipase C ce qui aboutira & une libération intracellulaire de calcium *’.
Toutefois, cette augmentation de la concentration de calcium intracellulaire est
aussi en partie médiée par la PKA, puisque I'utilisation d’un inhibiteur de cette
enzyme entraine une libération moins importante de calcium en réponse a une
stimulation au glucagon sur des cellules en culture *. Cette libération va

permettre de potentialiser les effets induits par I'activation de la PKA (Figure 9).
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Figure 9: Voie de signalisation du glucagon. Le récepteur au glucagon peut étre couplé soit
a une protéine Gs soit une protéine Gq. Dans le premier cas, la fixation du glucagon va
entrainer l'activation de l'adénylate cyclase. La conséquence en sera l'activation de la PKA qui
permettra, d’une part, d’initier la glycogénolyse et, d’autre part, d’activer le facteur de
transcription PGC-1a. Dans le cas d’'un couplage avec une protéine Gq, la fixation du glucagon
entrainera une augmentation de libération intracellulaire de calcium via I'activation de la PLC.
Cette augmentation des taux de calcium participera, au méme titre que PGC-1a, a
laugmentation de I'expression de genes impliqués dans la régulation des différentes voies
métaboliques.

e Les incrétines
v Origine, structure et production des incrétines

Les incrétines sont des hormones gastro-intestinales libérées principalement
par les cellules endocrines de I'épithélium intestinal en réponse aux nutriments
% Les représentants majeurs en sont le GLP-1 et le GIP (Glucose-dependent
insulinotropic polypeptide). Ces hormones permettent I'établissement de
« 'effet incrétine », c'est-a-dire 'augmentation de la sécrétion d’insuline (3 a 4
fois plus importante) en réponse a une charge orale de glucose, en
comparaison a celle observée apres I'injection intraveineuse d’'une méme dose
de glucose “°. Cet effet incrétine est un paramétre important de la régulation de

'homéostasie glucidique puisque les souris invalidées pour chacun des
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récepteurs de ces peptides présentent des niveaux sanguins d’insuline plus
faibles par rapport a leurs contrdles en réponse au glucose, ce qui aboutit & une

diminution de la tolérance au glucose **#%%3,

Comme nous l'avons évoqué précédemment, le GLP-1 est un peptide de 29
acides aminés produit suite au clivage du proglucagon. Selon le tissu ou il est
exprimé, ce précurseur ne sera pas clivé de la méme fagon (voir Figure 8) *.
Cela expligue donc I'absence de production de GLP-1 au niveau du pancréas
ou l'on retrouvera un grand peptide nommé MPGF (Major proglucagon
fragment) *° dont la fonction reste encore inconnue. En revanche, au niveau de
l'intestin et du cerveau, ce MPGF apparait clivé en plusieurs peptides : le GLP-
1 et le GLP-2. Plus précisément, on retrouvera du GLP-1 produit dans les
parties distales de l'intestin par les cellules L de I'épithélium intestinal, et par le
NTS (Noyau du tractus solitaire) au niveau central. Le GIP, quant a lui, est un
peptide de 42 acides aminés produit au niveau duodénal par les cellules K, et
€galement au niveau central dans I'hippocampe, ou il participerait a la survie
cellulaire *°.

Les taux circulants d’incrétines sont faibles lors du jeGne. Le stimulus majeur
pour la sécrétion du GIP et du GLP-1 semble étre I'arrivée de nutriments dans
la lumiére intestinale *’. En effet, en présence de nutriments, les taux circulants
de GIP et de GLP-1 augmentent rapidement en une dizaine de minutes “®. Du
fait de la localisation majoritairement distale des cellules L, productrices du
GLP-1, cette rapidité de sécrétion laisse penser a l'existence d’'un contrOle
mélant mécanismes nerveux et meécanismes endocriniens initiés par les
nutriments au niveau de la partie proximale de l'intestin plutdét qu’a une action
directe sur les cellules L. A cet effet, une équipe a pu montrer que le GIP, dont
les cellules productrices sont majoritairement duodénales, était sécrété
rapidement suite a l'arrivée de nutriments dans l'intestin et était par la suite
capable de stimuler la production de GLP-1 par les cellules L “°. D’autres
études ont d’ailleurs confirmé que les incrétines étaient capables de controler
leur propre sécrétion: des souris invalidées pour le récepteur au GIP
présentent un contenu intestinal de GLP-1 réduit **. Concernant la partie
nerveuse de cette régulation, une autre étude a également montré que la

stimulation électrique de la branche cceliaque du nerf vague entrainait une
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augmentation de la sécrétion de GLP-1; et qu’a linverse, les animaux ayant
subit une vagotomie ne sécrétait plus de GLP-1 en réponse a une prise
alimentaire *°. Ces données confirment donc I'existence d’un systéme complexe

et multifactoriel permettant de réguler rapidement la production de GLP-1.

v’ Effets biologiques

Une fois produits, ces 2 facteurs GIP et GLP-1 vont pouvoir passer dans la
circulation sanguine. Toutefois, ces peptides seront rapidement dégradés par
une enzyme, la DPP-IV (Dipeptidyl-peptidase V) qui génére des peptides
inactifs, voire ayant une action antagoniste >*. Ainsi, la demi-vie de ces facteurs
dans la circulation sanguine est trés courte (de I'ordre de 3 minutes) °* mais est
suffisante pour leur permettre d’atteindre les tissus présentant leurs récepteurs
respectifs. Ces 2 récepteurs sont, au méme titre que le récepteur au glucagon,
des récepteurs a 7 domaines transmembranaires 3. Ils sont composés chacun
d’environ 460 acides aminés (463 pour le GLP-1R et 466 pour le GIP-R) et sont
structurellement trés proches, puisque leur homologie de séquence est de prés
de 90%. Leur expression tissulaire est tres large : on les retrouve au niveau du
pancréas, du poumon, du ceceur, du rein, de l'intestin, de I'estomac et également

au niveau central, dans I'hypothalamus et le tronc cérébral °**°.

Les incrétines ont pour effet majeur de favoriser la tolérance au glucose de
'organisme par leur action sur le pancréas et la stimulation de I'exocytose des
vésicules contenant linsuline. La fixation a leurs récepteurs respectifs va
induire une augmentation du taux d’AMPc intracellulaire via I'activation originale
de l'adénylate cyclase par la protéine Epac *°. La conséquence directe en sera
la fermeture des canaux potassiques membranaires ATP sensibles °’. Ainsi,
I'accumulation des ions K™ au sein de la cellule pancréatique va permettre sa
dépolarisation et l'ouverture de canaux calciqgues membranaires. De ce fait,
'entrée massive d’ions calcium dans la cellule va entrainer I'exocytose de
vésicules contenant l'insuline, qui va ainsi étre libérée dans la circulation
sanguine et agir sur ses tissus cibles. En parallele, le GLP-1 est aussi capable
d’augmenter la transcription et la biosynthése de linsuline en augmentant
'expression du facteur de transcription Pdx-1 (Pancreatic and duodenal

homeobox 1) *%. Il a également ét¢ montré que ce facteur permettait
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59,60 et

d’augmenter la prolifération et la survie des cellules B pancréatiques
était capable d’inhiber la sécrétion du glucagon. Toutefois, pour ce dernier
point, les mécanismes impliqués restent relativement peu compris et encore
débattus. L’hypothése la plus développée actuellement est que, du fait du trés
faible nombre de récepteurs au GLP-1 sur les cellules a pancréatiques,
l'inhibition de la sécrétion de glucagon ne passerait pas par un effet direct du
GLP-1 sur la cellule, mais impliquerait plutdét une inhibition du systeme nerveux

parasympathique °*.

Les incrétines ont également des effets extra-pancréatiques (Figure 10). Ces
facteurs peuvent tout d’abord moduler négativement la vidange gastrique .
Toutefois, la capacité du GIP a induire cet effet reste encore discutée et semble
dépendre de la dose. Certains auteurs ont méme montré chez 'humain que ce
peptide ne participait pas a linhibiton de la vidange gastrique . Cette
diminution de la vidange contribue d’une part a stopper la prise alimentaire et,
d’autre part, de ralentir le transit des nutriments de I'estomac a l'intestin, ce qui
permet de réduire I'importance de [I'’hyperglycémie post-prandiale et ainsi
contribuer a la normalisation de la glycémie. Au-dela du systéme digestif, les
incrétines agissent également au niveau foie, mais vraisemblablement de facon
indirecte car la présence des récepteurs au GIP et au GLP-1 sur ce tissu est
encore controversée . Le GIP et le GLP-1 sont tous les deux capables d’y
inhiber la production hépatique de glucose. Le GLP-1 a également des
fonctions supplémentaires, en augmentant la synthése de glycogéne ®° et la
sensibilité a l'insuline ®. Cet effet sur la sensibilité a I'insuline est également un
effet des incrétines retrouvé dans d’autres tissus, et notamment le tissu
adipeux. En effet, il a été trées récemment rapporté que le GIP permettait
également d’augmenter la sensibilité a l'insuline du tissu adipeux grace a la
translocation des transporteurs GLUT 4 a la membrane plasmique et ce, via
I'activation du facteur de transcription CREB et d’une isoforme particuliere de la
PI3K ®’. En revanche, concernant le GLP-1, aucune étude n’a encore montrée
un effet sur la sensibilité a l'insuline du tissu adipeux, mais certaines ont mis en
evidence que ce facteur était capable de stimuler la captation de glucose
stimulée par l'insuline dans ce tissu ®® et également dy favoriser I'oxydation de

ce dernier ®. Enfin, le GLP-1 produit au niveau central peut également jouer sur
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la régulation de 'hnoméostasie glucidique, notamment au niveau musculaire et
hépatique "° via un relais nerveux. Cette composante nerveuse des effets du
GLP-1 sur 'homéostasie glucidique sera présentée dans la partie suivante de

ce manuscrit.

En dehors du métabolisme glucidique, les incrétines sont également capables
de moduler le métabolisme lipidique. A ce titre, toujours dans le tissu adipeux,
le GIP va principalement stimuler la lipolyse ™ : il permet de favoriser la
synthése des acides gras et leur re-estérification * et d’augmenter la synthése
3 et l'activité "* de la LPL (Lipoprotein lipase). Le GLP-1 présente aussi une
action sur le métabolisme lipidique mais cet effet et les mécanismes précis
restent encore peu clairs. En effet, une étude menée sur des adipocytes isolés
de rats a montré que le GLP-1 exercait un effet lipolytique ° tandis qu’une
dizaine d’années plus tard, une autre équipe ayant étudié les effets du GLP-1
sur des adipocytes isolés humains rapportait des effets a la fois lipolytiques et

lipogéniques, dépendants de la concentration en GLP-1 °.

Hypothalamus

Diminution de la prise
alimentaire

Pancréas I Tissu adipeux

Lipolyse

Augmentation du
/ transport de glucose

Augmentation de la

sécrétiondinsuline
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synthése d'insuline "~GLP-1} Augmentation de la
< " -t i sensibilité & linsuline
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Figure 10 : Effets métaboliques des incrétines. Le GIP et le GLP-1 exercent de nombreux
effets participant a la régulation de I'homéostasie énergétique. Produits en réponse a l'arrivée
de nutriments dans lintestin, ces peptides vont notamment augmenter la biosynthése et la
sécrétion d’insuline par le pancréas tout en augmentant la sensibilité a cette hormone du tissu
adipeux et du foie. Par ailleurs, la production de glucose par le foie sera inhibée, au méme titre
gue la vidange gastrique.
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e Autres régulateurs endocriniens : les adipokines

Le tissu adipeux a longtemps été considéré comme un simple organe de
stockage des lipides. Depuis une quinzaine d’années, ce tissu est réellement
considéré comme capable de sécréter de nombreux facteurs endocriniens
aptes a jouer un réel role dans la régulation de 'homéostasie énergétique ’. Le
nom d’adipokines a été donné a ces sécrétions. A I'heure actuelle, plus d’'une
cinquantaine d’entres elles ont été identifiees et leur implication précise dans la
régulation de 'lhoméostasie énergétique reste encore largement a étudier. Les
effets des adipokines les plus connues et les mécanismes sous-jacents seront

plus largement détaillés dans la partie IV.D de ce manuscrit.

b) Régulation métaboliqgue

Dans le cadre de I'homéostasie énergétique, les différents substrats sont
€galement des acteurs participant a la régulation de ce phénomeéne.
Concernant 'homéostasie glucidique, le glucose occupe une place importante

dans sa propre régulation.
e Glucose sensing pancréatique

Le glucose circulant est a l'origine de la sécrétion d’insuline, hormone clef du
meétabolisme énergétique qui permettra sa captation et son utilisation par les
tissus, et supprimera la production hépatique de glucose. Cette sécrétion
d'insuline en réponse a l'entrée de glucose est le plus souvent nommée

« glucose sensing pancréatique ».

Au niveau du pancréas, et plus précisément des cellules B des filots de
Langerhans productrices d’insuline, le glucose circulant va pouvoir pénétrer via
le transporteur non saturable GLUT2 chez le rongeur et le transporteur non
saturable GLUT1 chez 'humain. Comme cela a déja été évoqué auparavant,
les molécules de glucose sont transformées en G6P puis oxydées par la voie
de la glycolyse. Cela permet la production d’énergie sous forme d’ATP, et
entraine la fermeture de canaux potassiques membranaires ATP sensibles.
Ainsi, de la méme facon que pour la sécrétion d’insuline stimulée par le GLP-1,

I'accumulation des ions K™ au sein de la cellule va permettre d’ouvrir les canaux
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calciques membranaires et I'entrée de calcium va entrainer I'exocytose des

vésicules d’insuline (Figure 11).

CanalK* ATP-
dépendant

Glucose

) Glycolyse
Glucose mmm) GGP =) ATP

Accumulation
d’ions K*

Exocytose des K+
vésicules d’insuline Entréed’ions Ca* K™=

Ca?*
@ 0 e

insuline

Figure 11 : Sécrétion de I'insuline par les cellules B du pancréas. L’entrée de glucose dans
la cellule B pancréatique entraine une augmentation du taux d’ATP intracellulaire. Ceci
provoque la fermeture des canaux K' ATP-dépendants. La conséquence est donc
I'accumulation d’ions K* dans la cellule, ce qui entraine l'ouverture de canaux calciques et
I'entrée massive d'ions Ca** dans la cellule. Cette entrée de calcium est & l'origine de

I'exocytose des vésicules contenant l'insuline.

Certaines pistes évoquent également un role clef de la mitochondrie ’’ dans ce
mécanisme. Plus précisément, en présence de glucose, cet organite produit
des dérivés oxygénés que I'on nomme EAOs (Especes actives de I'oxygene) et
qui sont capables de réagir avec les molécules environnantes. Ces dérivés
semblent jouer un role déterminant dans la sécrétion d’insuline ‘2. En effet, le
traitement d’ilots pancréatiques isolés par des antioxydants supprime la
production d’EAOs en réponse a une stimulation au glucose, et inhibe
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également 'exocytose de vésicules d’'insuline °. Ainsi, 'entrée de calcium au

sein de la cellule pourrait, au moins en partie, étre controlée par ces EAOSs.

La sécrétion d’'insuline en réponse au glucose est biphasique : un premier pic
de sécrétion est observé rapidement aprés l'arrivée du glucose, et un second
pic, moins intense mais plus étalé, peut-étre observé dans des temps plus
longs ®. Le systéme Karp-dépendant ne semble pas étre 'unique mécanisme
permettant I'établissement de ces 2 phases. En effet, dans des cellules (3
pancréatiqgues exposées a du glucose et dont les canaux K* restent
pharmacologiquement constamment ouverts, l'insuline est toujours sécrétée,
suggérant donc l'existence d'un mécanisme indépendant 2. Ainsi, il est
maintenant considéré que le mécanisme Karp-dépendant permettrait la mise en
place de la premiére phase rapide de sécrétion, et que le second mécanisme,
indépendant de la fermeture des canaux K*, permettrait d’assurer la seconde
phase de sécrétion. Les mécanismes et acteurs moléculaires impliqgués dans
cette seconde phase restent encore inconnus. Toutefois, un grand nombre de
potentiels acteurs moléculaires tels que le NO (monoxyde d’azote) et le GMPc
ont déja été testés sans succes, a I'exception d’un analogue de I'adénosine qui
a permis d’augmenter la production d’insuline par les ilots pancréatiques en
présence et en absence de glucose 2. Ces résultats suggérent donc une
éventuelle implication des nucléotides d’adénine dans cette seconde phase de

sécrétion d’insuline.
e Voie de 'AMPK

L’AMPK (AMP activated protein kinase) est une protéine considérée comme un
senseur métabolique incontournable exprimée dans un grand nombre de tissus
et fortement impliqué dans la régulation de 'homéostasie glucidique 3. En effet,
des souris génétiguement modifiées chez lesquelles cette enzyme est rendue
inactive montre une tolérance au glucose diminuée ainsi qu'une diminution de
la sensibilité a I'insuline . Structurellement, cette enzyme comporte 3 sous-
unités : a, B et y. La sous-unité a porte une activité catalytique sérine/thréonine

kinase, tandis que les 2 autres ont des fonctions régulatrices.

L’AMPK est activée par différents stress induisant une déplétion de la cellule en
énergie et est donc sensible aux variations de la glycémie. En effet, lorsque le
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glucose circulant est en trop faibles quantités, la consommation des organes et
tissus en ATP sera supérieure a la production, menant ainsi a une
augmentation du ratio AMP/ATP. Or, TAMPK est une enzyme particulierement
sensible aux variations de ce rapport ®. En effet, la présence d’AMP au niveau
du site de fixation va favoriser une phosphorylation activatrice au niveau d’un
résidu sérine de la sous-unité catalytique a. Cette phosphorylation essentielle
pour I'activation de TAMPK est réalisée par des AMPKKs (AMPK kinases) dont
les 2 principales représentantes, récemment identifiées, sont LKB1 (Liver
kinase B1) ® et CaMKKB (Ca** Calmodulin kinase kinase B8) ®’. Ainsi activée
lors d’'une diminution de la glycémie, 'AMPK va agir afin de réajuster la balance

énergétique cellulaire et faire produire de I'ATP (Figure 12).

Dans le cadre du métabolisme glucidique, au niveau du muscle squelettique et
du cceur, 'TAMPK va favoriser le transport de glucose via la translocation du
transporteur GLUT4 & la membrane # par un mécanisme qui pourrait impliquer
le NO ®. Toutefois, une autre étude a également rapporté une activation du
transporteur GLUT1 par T'AMPK lors d’un stress métabolique *°. L’enzyme, en
plus de son transport, favorise aussi 'oxydation du glucose dans ces tissus. En
effet, la voie de la glycogénogénéese est bloquée via 'inhibition de la glycogene

synthase

, et la glycolyse est stimulée par [l'activation de la PFK-2
(Phosphofructokinase 2) dont le produit est un puissant stimulateur allostérique

de la PFK-1, enzyme clef de cette voie %

D’autre part, au niveau du foie, TAMPK réprime I'expression des genes de la
lipogenése tout en activant les voies permettant 'oxydation du glucose et des
acides gras . Leffet de I'AMPK sur lI'expression des génes de la
néoglucogéenese au niveau hépatique, et particulierement celui codant pour la
PEPCK, est encore discutée. En effet, certaines études ont montré une
augmentation de son expression %, tandis que d’autres la retrouvent inchangée

% ou méme réduite .

Au niveau des autres tissus impliqués dans la régulation de ’homéostasie
glucidique, tels que le tissu adipeux et le pancréas, les effets de TAMPK sont
moins développés. Ainsi, dans le tissu adipeux, 'enzyme permet d’augmenter

faiblement le transport de glucose en absence d’insuline. En revanche, en
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présence d’insuline, ce transport est totalement inhibé °”. Enfin, concernant le
pancréas, 'AMPK permet d’inhiber la sécrétion d’insuline par la cellule B
pancréatique et semble également jouer négativement sur I'expression de son

précurseur %,

Coeur Muscle squelettique
Transport de glucose Transport du glucose
Glycolyse Translocation de GLUT4
Glycolyse
Sécretion d’insuline Transport du glucose
Pancréas Tissu adipeux
— ] Lipogenése P
(T
L") e i A S
7 Foie L j "."""T"!

Figure 12 : Effets de ’AMPK (D’aprés Hardie, 2004). Une activation aigue de '’AMPK favorise
I'entrée de glucose dans le muscle squelettique et le coeur tout en favorisant le déclenchement
d’une prise alimentaire au niveau central. En parralléle, ' AMPK inhibe la lipogénese hépatique
et prévient la sécrétion d’insuline par le pancréas.

e Voie mTOR

La protéine TOR (Target Of Rapamycin) est une sérine/thréonine kinase qui a
été découverte en 1991 chez Saccharomyces cerevisiae en tant qu’acteur

% Suivant cette découverte,

sensibilisant a [l'antifongique rapamycine
’'homologue de la protéine TOR a été identifié chez les mammiféres et fat

nommé mTOR (Mammalian Target Of Rapamycin) *°°. Sa distribution tissulaire
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est ubiquitaire, avec toutefois des niveaux d’expression plus importants au

niveau du muscle squelettique et du cerveau **.

L’'implication de cette protéine dans '’homéostasie énergétique a tout d’abord
été suspectée du fait de la forte affinité de mTOR pour I'ATP 1%, De plus, les
animaux obéses et diabétiques présentent une augmentation de l'activité de la
voie de signalisation de mTOR '® et cette protéine a également été montrée
comme capable de phosphoryler certains résidus sérines du récepteur a
linsuline %, Enfin, la protéine mTOR peut étre activée par les acides aminés,
I'’ATP, linsuline et certains facteurs de croissance °°. Ainsi, cette protéine est
maintenant, au méme titre que 'AMPK, considérée comme un véritable senseur
métabolique. Toutefois, alors que la voie de 'AMPK est activée en réponse a
une déplétion énergétique, la voie mMTOR est activée suite a la détection d’'un
exces énergétique, permettant donc a ces 2 senseurs métaboliques d’étre
complémentaires. A cet effet, TAMPK est d’ailleurs capable de réguler

négativement I'activité de mTOR %

Une fois activée, la protéine mTOR agit sur 2 cibles particuliéres qui sont la
p70-S6K1 (p70-S6 kinase 1) et la 4E-BP1 (Eukaryotic initiation factor 4E-
binding protein). Ces 2 protéines sont notamment impliquées dans la synthese
protéique. En effet, chez 'humain, environ 5% de I'apport énergétique est utilisé
pour la fabrication de protéines et il n’est donc pas étonnant que cette synthése
soit modulée par I'état énergétique de I'organisme . Par ailleurs, en 2004,

Yonezawa et al %’

ont évoqué la possibilité que mTOR puisse agir sur d’autres
acteurs comme la PKC (Protein Kinase C) et STAT3 (Signal Transducers and
Activators of Transcription 3). Concernant les effets de mTOR sur ’homéostasie
glucidique, cette protéine va permettre la prolifération des cellules f
pancréatiques ainsi que l'augmentation de la sécrétion d’insuline par le
pancréas, permettant donc une augmentation de la tolérance au glucose °.
D’autres études ont rapporté que I'adipogénése était augmentée au sein du
tissu adipeux, dans lequel mMTOR exerce également un effet inhibiteur sur la
lipolyse et entraine une insulinorésistance *°. L’établissement d’une résistance
a 'action de l'insuline est aussi retrouvé au niveau hépatique *'°. Cette protéine
est également présente au niveau hypothalamique, ce qui sera présenté dans

la partie suivante de ce manuscrit.
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c) Régqulation nerveuse

Le systeme nerveux central, et plus particulierement I'hypothalamus, est
également une structure trés impliquée dans le contréle de I'homéostasie
glucidique. En effet, I'hypothalamus regoit en permanence des signaux
métaboliques, endocriniens et nerveux en provenance de la périphérie qui
'informent sur I'état métabolique général de I'organisme. Aprés intégration de
ces signaux, cette structure va alors pouvoir envoyer une réponse nerveuse
adaptée par l'intermédiaire du systéeme nerveux autonome et modulera ainsi

I’'activité des tissus cibles.

L’élaboration de cette réponse est le fruit de la modification de l'activité de
neurones de I'hypothalamus, regroupés en noyaux et exprimant des peptides

particuliers capables de modifier ’homéostasie énergétique.

Il. Lhypothalamus, structure clef du controle central de I’homéostasie

glucidigue

1) Origine, localisation et organisation

L’hypothalamus est une structure particulierement importante de I'encéphale,
impliqué dans la régulation de nombreux parametres physiologiques. Au cours
du développement, le tube neural se divise en plusieurs parties qui vont aboutir
a former les différentes structures cérébrales. L’hypothalamus provient ainsi du

développement d’une de ces parties se nommant prosencéphale.

Une fois entierement formé, il se situe sur la face ventrale de I'encéphale, plus
précisément au dessus du tronc cérébral et a la base du diencéphale, formant
ainsi le plancher et les parois latérales du 3° ventricule (Figure 13). Il est
séparé du thalamus, situé juste au dessus, par le sillon de Monro, et est

délimité a l'arriére par le mésencéphale et a 'avant par le chiasma optique.

29



Hypothalamus ——

Hypophyse

Figure 13 : Localisation de I’hypothalamus. L’hypothalamus est situé au dessus du tronc
cérébral. Il est séparé du thalamus, situé juste au dessus, par le sillon de Monro.

En dessous se trouve [I'hypophyse, glande endocrine connectée a
I'hypothalamus via la tige pituitaire et ayant la particularité d’étre composée
d’'une structure nerveuse, la neurohypophyse et d’'une structure endocrine,
'adénohypophyse. Les communications entre I'’hypothalamus et ces deux
structures s’effectuent de deux fagons ; les neurones de I'’hypothalamus vont se
projeter soit directement sur la neurohypophyse, soit au niveau de I'éminence
médiane ou les hormones hypothalamiques sécrétées seront transportées par
le systeme porte hypophysaire jusqu’a I'adénohypophyse. Ces systémes de
connexions forment I'axe hypothalamo-hypophysaire et contrdlent un grand
nombre de fonctions primaires telles que le comportement sexuel, la croissance

et le stress.

Au niveau organisationnel, on distingue principalement 3 parties que sont
'hypothalamus antérieur (situé au dessus du chiasma optique), 'hypothalamus
meédian (au dessus de la tige pituitaire) et 'hypothalamus postérieur comportant
l'aire hypothalamique latérale et les corps mamillaires. Chacune de ces parties
comprend plusieurs groupements de neurones qui sont intrinséquement
interconnectés de facon bien précise et spécifique, et établissant également
des projections neuronales vers d’autres groupements. Ces structures

spécifiques sont appelées noyaux hypothalamiques (Figure 14).
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2) Présentation des principaux noyaux hypothalamiques

D’'une maniere générale, I'hypothalamus va avoir des connexions avec
différentes structures cérébrales, mais il présente également une forte
communication intrinseque entre les différents noyaux qui le composent.
Certains de ces noyaux sont largement impliqués dans le contréle de
’homéostasie énergétique et nous nous limiterons dans cette partie a la

présentation de ceux-ci.

PVN
LHA

DMH
VMH

ME ARC

Figure 14: Positions respectives des différents noyaux hypothalamiques (D’aprés
Williams. 2001). Le noyau arqué (ARC) est situé a proximité de I'’éminence médiane (ME).II
projette sur d’autres noyaux hypothalamiques comme les noyaux ventromédian (VMH) et
dorsomédian (DMH), I'hypothalamus latéral (LHA) et le noyau paraventriculaire (PVN)

Le noyau arqué (ARC) est largement impliqué dans le controle de la prise
alimentaire et joue un rble fondamental dans la signalisation des messages
périphériques aux autres structures. Ce role prépondérant du noyau arqué dans
la régulation de 'homéostasie énergétique est le fruit de sa localisation dans la
partie ventrale de I'hypothalamus médian & proximité du 3°™ ventricule et de
'éminence médiane (EM), ce qui le place a l'interface entre le liquide céphalo-
rachidien et la circulation sanguine. De plus, a ce niveau, I'endothélium
vasculaire est fenestré, « altérant » donc physiologiqguement la barriere hémato-
encéphalique . L’entrée des facteurs circulants métaboliques et hormonaux
est ainsi facilitée au niveau de cette zone (Figure 15). Ainsi, le noyau arqué est
capable de détecter et d’intégrer en premier les informations circulantes puis de
les relayer vers les noyaux situés plus en aval **?. Les neurones du noyau

arqué sont donc dits de « premier ordre », étant les premiers exposés aux
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signaux peériphériques. Bien qu’il existe quelques projections locales se
terminant sur les neurones voisins, le noyau arqué émet des projections dans
d’autres noyaux hypothalamiques, contenant donc des neurones dits de
« second ordre » afin de transmettre les informations. Au fur et a mesure des
expériences de colocalisations et de tracages, ces projections et les circuits
intra-hypothalamiques impliqués dans le contrle de 'homéostasie énergétique
deviennent de mieux en mieux connus. Ainsi, les terminaisons nerveuses du
noyau arqué s’étendent majoritairement vers des régions hypothalamiques
comme le noyau ventromédian (VMH), le noyau dorsomédian (DMH), le noyau
paraventriculaire (PVN) et 'hypothalamus latéral (HLA) **3.

GnRH Noyau Hypothalamus
‘ . Paraventriculaire

R n N
‘~ sn: & /

‘ Noyau arque
‘ \ .. :ﬂ“ .rgv FOMC cgngm
Q N ." &

‘ Q cHru

Systéme porte
Irypothalamo- ry pophy= aire

Signaux /

circulants

Hypophyse

Figure 15: lllustration du systéme porte hypothalamo-hypophysaire (D’aprés Cone.
2001). Au niveau du noyau arqué, I'épithélium fenestré rend la barriere hémato-encéphalique
plus perméable aux signaux circulants. Ainsi, le noyau arqué est le premier a intégrer les
informations de la périphérie et communique ensuite avec les autres noyaux hypothalamiques
via des projections neuronales.
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Grace a des travaux d’'immunohistochimie et d’électrophysiologie, Cowley et al
114 ont pu établir un modéle d’intégration des signaux en provenance du noyau
arqué dans le noyau paraventriculaire. Ce noyau paraventriculaire appartient
également a I'hypothalamus médian et borde le 3°™ ventricule. Il contient,
d’'une part, des neurones dits parvocellulaires et, d’autre part, des neurones dits
magnocellulaires. Les neurones parvocellulaires sont de petits neurones
relativement dispersés responsables notamment de la synthése de CRH
(Corticotropin-releasing hormone), d’ocytocine et de vasopressine. lls sont en
relation avec la neuro-hypophyse, déterminant ainsi un axe hypothalamo-
neurohypophysaire. Les neurones du noyau arqué se projetteraient sur des
neurones GABA-ergiques du PVN qui controleraient ensuite l'activité de

neurones ocytocine, CRH ou TRH (Thyrotropin-releasing hormone).

Les neurones du noyau arqué projettent également vers deux autres noyaux
hypothalamiques qui ont été un temps considéré respectivement comme le
centre de la faim et le centre de la satiété puisque leur Iésion entrainait chez les

animaux des modifications du comportement alimentaire **>*°.

Il s’agit de
'hypothalamus latéral et du noyau ventromédian. Ces 2 noyaux établissent
également des connexions réciproques avec le noyau arqué et peuvent

117,118 Des

également modifier l'activité des neurones du noyau arqué
projections nerveuses du noyau ventromédian aboutissent aussi dans le noyau
dorsomeédian. De plus, ce dernier recoit des terminaisons nerveuses trouvant
leur origine dans le noyau arqué et envoit des efférences en direction du noyau
paraventriculaire. Par ailleurs, ces noyaux sont aussi reliés au noyau du

tractus solitaire **° (Figure 16).
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Tronc cérébral

Signaux circulants

Figure 16 : Principales connexions entre les noyaux hypothalamiques. Le noyau arqué
(NA) émet des projections sur I'ensemble des autres noyaux hypothalamiques impliqués dans
la régulation de I'homéostasie énergétique. D’autres connexions sont également établies par
ces noyaux, notamment le noyau ventromédian (VMN) qui projette sur I'hypothalamus latéral

(LH). Enfin, 'ensemble des noyaux est également relié au tronc cérébral.

Le noyau du tractus solitaire est une structure appartenant au tronc cérébral qui
se situe juste au dessus du noyau dorsal moteur du vague (DMV) et recoit les
afférences nerveuses en provenance de la périphérie. De plus, de la méme
facon que le noyau arqué, le noyau du tractus solitaire est proche de l'area
postrema, wune zone dont la Dbarriere hémato-encéphalique est
physiologiquement « altérée ». Ainsi, ce noyau est capable dintégrer des
informations d’origine nerveuse et hormonale et de transmettre celles-ci a
I'hypothalamus via ses connexions avec les différents noyaux. L’hypothalamus
est donc capable d’intégrer les differents signaux hormonaux et de relayer par
différentes voies de transduction les informations nerveuses qui aboutiront a un

rétrocontréle en direction de la périphérie.
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3) Acteurs centraux impliqués dans le contréle de I’homéostasie

glucidique

La regulation de I'homéostasie énergétique au niveau hypothalamique implique
un grand nombre d’acteurs biologiques a savoir 1) A I'échelle cellulaire, des
neurones exprimant des neuropeptides dits orexigenes et anorexigenes, et 2) A
I'échelle moléculaire, des enzymes (senseurs métaboliques AMPK et mTOR),

métabolites (glucose) et neurotransmetteurs (monoxyde d’azote).

a) Neuropeptides orexigenes

e Neuropeptide Y (NPY)

Le NPY est un neurotransmetteur de 36 acides aminés appartenant a la famille

des polypeptides pancréatiques **°.

Les neurones exprimant le NPY sont
distribués dans différentes régions du systeme nerveux central. En dehors du
noyau arqué, ou ils sont le plus représentés, ces neurones sont également
retrouvés dans le cortex, I'hippocampe et le tronc cérébral mais également en
faible quantité dans le noyau dorsomédian et le noyau ventromédian 2. Les
neurones a NPY du noyau arqué projettent principalement vers le noyau
paraventriculaire mais aussi vers les noyaux ventromédian et dorsomédian 2%,
Signe de I'importance physiologique de ce peptide, sa séquence, ainsi que celle
de ses récepteurs, est remarquablement conservée entre les différentes

espéces 123124

. Il existe 8 récepteurs au NPY qui sont des récepteurs a 7
domaines transmembranaires nommés Y1 a Y8. Ceux-ci sont tous présents au
niveau de I'’hypothalamus, particulierement au niveau du noyau arqué, du
noyau paraventriculaire et du noyau dorsomédian. Toutefois, les récepteurs Y1,
Y2 et Y5 présentent une affinité plus forte pour le NPY et semblent étre les
récepteurs impliqués dans [I'établissement des effets orexigénes de ce

neuropeptide *?%.

Le NPY est trés certainement le peptide orexigene le mieux décrit a I'’heure
actuelle. Plusieurs études ont montré que linjection aigiie de NPY dans
I'hypothalamus entrainait une augmentation de la prise alimentaire *?°> et une

126

diminution de la dépense énergétique De plus, lorsqu’il est injecté

spécifiquement dans le noyau paraventriculaire, le NPY bloque l'activité du
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systeme nerveux sympathique et empéche la libération d’insuline et de

glucagon *#’

. De la méme facon, linjection chronique de NPY au niveau
hypothalamique induit une hyperphagie et favorise la lipogenese au sein du foie
et du tissu adipeux, ce qui a pour conséquence une augmentation de
'insulinémie a jeun et le développement d’une obésité. Enfin, dans ces mémes
conditions, le NPY stimule le transport de glucose au sein du tissu adipeux
blanc *?. L’ensemble de ces travaux a donc permis de conclure que le NPY
servait de signal anabolique, certainement non exclusif, au niveau central et
permettait de mettre en place plusieurs régulations en réponse a une diminution

des réserves énergétiques.

En effet les concentrations hypothalamiques en NPY refletent le statut
énergétique de l'organisme. L’'expression et la libération de NPY augmentent
dans des conditions de jeline, et diminuent avec la prise alimentaire **°. De
plus, les taux de NPY sont diminués par la leptine et l'insuline, et augmentés
par les glucocorticoides **°. Les souris obéses ob/ob, dépourvues de leptine
montrent d’ailleurs une augmentation de I'activité des neurones a NPY 3! et la
délétion du gene codant pour le NPY chez ces souris induit une diminution de
I'hyperphagie et de I'obésité des animaux **2. Toutefois, dans des modéles
animaux d’obésité induite par un régime hyperlipidique, on note une résistance
centrale a I'action de la leptine et de I'insuline. De fait, les taux hypothalamiques
de NPY sont donc plus élevés et peuvent donc contribuer a un apport accru

d’énergie et ainsi participer a la mise en place de pathologies métaboliques.
e Agoulti related protein (AgRP)

Lorsque I'on parle de neuropeptides orexigénes, on évoque genéralement le
couple NPY/AgRP. En effet, 90% des neurones a NPY du noyau arqué
synthétisent et libérent également de 'AgRP **. L’AgRP a été découvert par
Shutter et al ** qui avaient identifié une séquence de protéine dont I'expression
hypothalamique était normale chez les souris saines, mais augmentée chez les
souris obéses. |l s’agit d’'une protéine de 132 acides aminés, structurellement
trés proche d'une protéine s’exprimant dans la peau: la protéine Agouti.
L’AgRP est donc majoritairement exprimée dans I'hypothalamus bien qu’une

petite production ait été mise en évidence dans le noyau subthalamique. Cette
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expression de 'AgRP est modulée par de multiples signaux hormonaux, et

notamment par la leptine et I'insuline qui exercent un effet négatif *.

Au méme titre que le NPY, l'administration icv d’AgRP stimule la prise
alimentaire **°, a tel point qu’'une seule injection icv est capable d’induire une
hyperphagie encore visible aprés 7 jours **’. De plus, les souris surexprimant ce
neuropeptide deviennent également hyperphagiques et développent une
obésité massive associée a une hyperinsulinémie et une hyperplasie des il6ts
pancréatiques . Par ailleurs, 'AgRP est également capable d’induire une
diminution de la dépense énergétique, ceci via une diminution de la

139 et en freinant linflux nerveux sympathique *°. Enfin,

thermogénese
l'utilisation d’ARNs interférents permet logiquement d’augmenter la dépense

énergétique et de diminuer le poids corporel ***.

Ainsi, les effets de 'AgRP sont extrémement proches de ceux du NPY.
Toutefois, TAgRP n’exerce pas son action orexigene en stimulant un récepteur
qui lui est propre comme le fait le NPY. En effet, TAgRP va plutét exercer un
effet antagoniste sur le systeme anorexigéne qui sera détaillé dans la partie
suivante. L’AgRP est en effet un antagoniste des récepteurs de I'a-MSH (alpha-

Melanocyte-Stimulating Hormone) 142

qui est un neuropeptide anorexigéne. Les
mécanismes d’action impliqués dans cet effet antagoniste de 'AgRP ne sont

pas encore totalement élucidés.

b) Neuropeptides anorexigénes

e Pro-opiomélanocortine (POMC)

La POMC est un précurseur polypeptidigue de 241 acides aminés exprimeé
notamment au niveau des cellules corticotropes de I'hypophyse et également
par certains neurones du noyau arqué et, de facon moins importante, au niveau
de I'hippocampe et du noyau du tractus solitaire **. Le clivage de ce précurseur

144 et donne

se fait de facon tissu-dépendante par des proconvertases
naissance a plusieurs types de peptides qui sont les mélanocortines (oa-MSH,y-

MSH, B-MSH, ACTH) et les p-endorphines *** (Figure 17).
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Figure 17 : Maturation de la POMC (D’aprés Raffin Sanson, 2003). La proopiomélanocortine
peut subir différents clivages selon la région ou ce précurseur est maturé. Ces clivages vont
générer plusieurs peptides appartenant a la famille des mélanocortines et des endorphines.

Au sein des neurones du noyau arqué, le principal peptide produit apres clivage
de la POMC est 'a-MSH, appartenant a la famille des mélanocortines.
L’injection centrale d’a-MSH a pour effet de diminuer la prise alimentaire et le
poids corporel. Par ailleurs, elle stimule [l'activité du systéme nerveux
sympathique et augmente la dépense énergétique **°. De plus, chez la souris
délétée pour le géne codant pour la POMC, on observe le développement d’une
obésité sévere accompagnée d’insuffisance surrénalienne et d’anomalie de
pigmentation *°. Ces données indiquent donc un réle de la POMC et des
neurones hypothalamiques qui I'expriment dans la régulation de ’homéostasie

énergétique.

Le mode d’action de I'a-MSH dans cette régulation du métabolisme énergétique
est devenu plus clair avec lidentification des récepteurs des mélanocortines.
Ceux-ci sont au nombre de 5, allant du récepteur MC1-R au récepteur MC5-R.
Ces récepteurs a 7 domaines transmembranaires sont exprimés dans des
régions distinctes. Chaque récepteur est impligué dans divers processus
physiologiques. En effet, le récepteur MC1-R est exprimé dans la peau et relaye

I'action pigmentogéne de I'a-MSH sur la peau et les poils **'.

Le récepteur
MC2-R fixe uniguement 'ACTH et régule la synthése et la sécrétion des

glucocorticoides surrénaliens *®. Le récepteur MC5-R est quant & lui exprimé
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au niveau de plusieurs glandes exocrines et régule la production de plusieurs
substances comme les phéromones **°. Les récepteurs MC3-R et MC4-R sont
exprimés au niveau du systeme nerveux central et sont impliqués dans la mise
en place des effets métaboliques de 'a-MSH ***. En effet, des souris invalidées
pour le récepteur MC3-R développent une obésité mais ne présentent pas

150

d’hyperphagie et des souris invalidées pour le récepteur MC4-R sont
hyperphagiques et développent une obésité sévére . Les effets anorexigénes
de I'a-MSH sont donc le fruit de sa fixation sur les récepteurs MC3-R et MC4-R.
Les neurones du noyau arqué exprimant la POMC, précurseur de 'a-MSH, se
projettent d’ailleurs vers le noyau paraventriculaire et I'hypothalamus latéral

dans lesquels on retrouve ces récepteurs fortement exprimés 2,

De fagon originale, la mise en place des effets anorexigénes implique d’'une
part 'a-MSH et, d’autre part, 'AgRP, peptide orexigene que nous avons
précédemment décrit. La fixation de 'a-MSH sur son récepteur entraine

3

I'activation de la voie des MAP Kinases > ce qui permettra I'établissement des

effets anorexigénes et d’augmentation de la dépense énergétique. En

revanche, 'AgRP est un antagoniste du récepteur MC4-R

, qui va donc
empécher I'activation de la voie MAP kinases et, comme nous 'avons évoqué
précédemment, exercer son effet orexigéne via ce blocage de la mise en place
des effets anorexigénes de I'a-MSH. Les neurones a POMC et a AgRP
expriment des récepteurs de la leptine, qui régule de facon inverse I'expression
de ces 2 neuropeptides. En effet, la leptine augmente I'expression de la POMC
et diminue celle de 'AgRP. Ainsi, lorsque la balance énergétique est positive,
les taux d’AgRP seront faibles et I'action antagoniste sur le récepteur MC4-R ne
sera pas suffisante pour empécher la mise en place des effets anorexigenes de

la POMC.

Concernant les effets métaboliques périphériques indépendants de la prise

| 154

alimentaire, Obici et a ont montré en 2001 qu’une injection chronique d’a-

MSH au niveau du 3°™ ventricule de rat entrainait chez ces animaux une
diminution du poids des dépbts adipeux. La sensibilité a linsuline était
également augmentée, favorisant ainsi la suppression de la production
hépatique de glucose. L’injection icv aiglie de ce peptide augmente la tolérance

au glucose tout en diminuant les taux d’insuline plasmatique, confirmant ainsi
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I'amélioration de la sensibilité a l'insuline **°. Par ailleurs, ce méme traitement

augmente également la dépense énergétique *°.
e Cocaine- and Amphetamine-Regulated Transcript (CART)

De la méme fagon que la majorité des neurones a NPY co-expriment
également 'AgRP, le CART est retrouvé dans la majorité des neurones a
8

POMC . Ce peptide, trés conservé au travers des espéces *®, a été identifié

pour la premiére fois en 1995 par Douglass et al **°

mais ce n’est qu’en 1998,
avec les travaux de Kristensen et al *’, que ses propriétés anorexigénes ont
été découvertes. Le géne codant pour le CART génere en réalité un précurseur
de 89 acides aminés qui pourra subir différents clivages qui vont générer des
formes de CART matures de différentes tailles. Ainsi, on retrouve au sein de
'hypothalamus une forme de 47 acides aminés et une autre de 40 acides
160

aminés En terme de régulation, I'expression de CART est modulée

positivement par la leptine **" et le NPY .

Comme nous l'avons vu, ce peptide est exprimé dans le noyau arqué, au
niveau des neurones a POMC. On le retrouve également dans le noyau
dorsomédian et I'hypothalamus latéral ou il colocalise avec la MCH, un autre
neuropeptide orexigene. Le CART est également retrouvé au niveau du noyau
ventromédian, du noyau paraventriculaire et du noyau du tractus solitaire *°2.
Toutefois, malgré cette distribution maintenant largement connue, aucune étude
n’a encore pu établir quel était le récepteur du CART. De nombreux effets de ce
peptide ont pourtant été rapportés. Ainsi, I'injection icv aigiie de CART entraine

une diminution de la prise alimentaire ®3

et l'injection chronique induit une
diminution de la prise alimentaire, une diminution du poids corporel, une
diminution des taux circulants d’insuline et de leptine et tend également a une
augmentation de l'oxydation des substrats énergétiques '®*. A linverse, des
souris invalidées pour le géne du CART deviennent hyperphagiques et
développent une augmentation du poids corporel et de la masse adipeuse par

rapport aux souris sauvages *°°.

L’étude de la mise en place de I'ensemble de ces effets a tout de méme permis,
malgreé I'absence d’identification d’un récepteur particulier, de proposer une voie

de signalisation. Ainsi, il a été montré que les effets du CART étaient sensibles
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a la toxine pertussique, suggérant donc I'implication d’une protéine Gy, *°°. De
plus, l'injection centrale de CART entraine la phosphorylation du facteur de
transcription CREB *®’ ainsi que I'activation de la kinase ERK '®8. L’'ensemble de
ces informations, citées ici de maniére non exhaustive, ont amené Rogge et al

% & proposer la voie de signalisation suivante pour le CART (Figure 18).
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Figure 18 : Voie de signalisation proposée du neuropeptide anorexigéne CART (D’apreés
Rogge, 2008). La fixation du CART a son récepteur, encore inconnu, entraine I'activation d’une
protéine Gjo qui va pouvoir activer la voie MAP kinases et également le facteur de transcription
CREB.

c) Acteurs enzymatigues

o ['AMPK

L’AMPK, senseur métabolique incontournable, est également exprimé dans

I'hypothalamus "

et il est maintenant largement admis que 'AMPK centrale
participe & la régulation de 'homéostasie énergétique "*. Dans ce sens, la

leptine est d’ailleurs capable de diminuer I'activité de cette enzyme 2

L’AMPK hypothalamique est capable de participer a la régulation de la prise

alimentaire. En effet, son activité est augmentée en condition de déficit
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énergétique (jene, hypoglycémie) et diminue aprés une prise alimentaire. Par
ailleurs, l'activation directe de I'enzyme au niveau hypothalamique suffit a
augmenter la prise alimentaire, le poids corporel tandis que son inhibition
entraine une hypophagie associée a une diminution du poids corporel *"3. En
accord avec ses effets sur la prise alimentaire, la modulation de l'activité de
'AMPK hypothalamique s’accompagne de modulations de I'expression des
neuropeptides orexigénes. Ainsi, linactivation de I'AMPK hypothalamique
entraine une diminution de I'expression du couple NPY/AgRP au sein du noyau
arqué tandis que son activation entraine une stimulation de I'expression de ces

neuropeptides 3.

Concernant les autres paramétres importants du métabolisme glucidique, il a
été suggéré que I'AMPK hypothalamique soit capable de réguler ces
paramétres via un mécanisme impliquant le systéme nerveux autonome 2+,
En effet, I'activation de 'AMPK hypothalamique est capable d’augmenter la
sensibilité a I'insuline de 'ensemble de I'organisme, et plus particulierement de

175 D'autres études ont

stimuler la synthése de glycogene musculaire
également montré une augmentation de la production hépatique de glucose *®
et de la sécrétion de glucagon par le pancréas *"’. A Tlinverse, son inhibition
augmente la dépense énergétique de I'organisme, notamment par la stimulation
de la thermogénése *’®. Ainsi, I'activation de 'AMPK hypothalamique permet
d'activer les voies productrices d’énergie au détriment des voies

consommatrices.

Au niveau intracellulaire, le mécanisme impliqué dans ces effets de 'AMPK
hypothalamique est plutot original. En effet, dans des conditions d’excés
énergeétique, la diminution de I'activité de ’AMPK hypothalamique (induite par la
leptine) va entrainer (par levée d’inhibition) une augmentation de la
phosphorylation de I'ACC (Acetyl-CoA carboxylase), une enzyme de la
lipogenese, ce qui va donc permettre d’augmenter les taux de malonyl-CoA.
Cette augmentation va contribuer a inhiber le transporteur CPT1 (Carnitine
palmitoyltransferase-1) 1°. Or, Obici et al ** ont montré en 2003 que I'inhibition
de ce transporteur CPT1 au niveau hypothalamique entrainait notamment une
diminution de la prise alimentaire. Confirmant cette idée de I'implication du

malonyl-CoA dans la signalisation hypothalamique de 'AMPK, He et al *** ont
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montré en 2006 que le fait du surexprimer au niveau hypothalamique I'enzyme
malonyl-CoA decarboxylase (permettant la dégradation du malonyl-CoA)
entrainait une augmentation de la prise alimentaire et du poids corporel menant

a I'obésité (Figure 19).

Prise alimentaire Jeline
Hypoglycémie Hypoglycémie
Leptine /
AMPK
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Figure 19: Effets de PAMPK hypothalamique (D’aprés Xue, 2006). L’AMPK
hypothalamique est capable de moduler la prise alimentaire, la production hépatique de glucose
ainsi que la dépense énergétique.

Par ailleurs, en condition d’obésité, l'activité de 'AMPK hypothalamique est
considérablement altérée. En effet, I'activité basale de cette enzyme est réduite

chez des animaux soumis & un régime obésitogéne et diabétogene 82,
e mMTOR

La protéine mTOR, autre senseur métabolique incontournable, est également
présente au niveau de I'hypothalamus ou elle colocalise fortement avec les
neurones a NPY/AgRP et de facon mois importante avec les neurones a
POMC/CART du noyau arqué. Comme en périphérie, I'activation de mTOR se
produit, a l'inverse de 'AMPK, dans des conditions d’excés énergétique, et
cette protéine est inhibée lors d'un déficit énergétique. Dans ce sens,
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I'activation de mTOR au niveau de I'’hypothalamus a pour effet de diminuer la
prise alimentaire et le poids corporel, tandis que l'inhibition de cette protéine
supprime ces effets '®3. Les travaux de Blouet et al *** en 2008 renforcent
également l'implication de la voie mTOR dans la régulation de la prise
alimentaire puisque le fait de rendre constitutivement active la protéine S6K
(activée en temps normal par mTOR) dans I'hypothalamus de rats permet de
supprimer la prise alimentaire des animaux. A l'inverse, le fait de surexprimer
dans le méme modéle un dominant négatif de cette kinase entraine une
augmentation de la prise alimentaire. Toutefois, en raison du croisement de
plusieurs acteurs moléculaires impliqués dans d’autres signalisation, le
mécanisme précis par lequel mTOR est capable de moduler la prise alimentaire
n’est pas encore connu %, Concernant les effets métaboliques autres que la
prise alimentaire, I'activation de la voie de signalisation de mTOR au niveau
hypothalamique entraine une diminution de la dépense énergétique et contribue

a I'établissement d’une résistance centrale et hépatique a I'action de l'insuline
184,186

Dans des conditions d’obésité, les effets centraux de la protéine mTOR sont
altérés, ce qui peut donc contribuer a I'hyperphagie observée dans ces
conditions. En effet, la phosphorylation de la protéine p70-S6K est
significativement diminuée dans I'hypothalamus de rats obéses en comparaison
a des rats sains, montrant donc une diminution de I'activation de mTOR *#'.
Etant donné que mTOR est activée dans des conditions d’excés énergétique, et

notamment par la leptine *®

, cela suggere donc que I'établissement de la
résistance a la leptine que I'on observe en condition d’obésité soit responsable

de l'altération de la régulation de la prise alimentaire par la protéine mTOR.
e LesNOS

Le NO (monoxyde d’azote) est un gaz radicalaire synthétisé par des enzymes
appelées NOS (Nitric oxide Synthase) qui catalysent la transformation de L-

Arginine en L-Citruline et NO %8,

Il existe 3 types de NOS qui sont la nNOS (neuronal Nitric Oxide Synthase), la
INOS (inductible Nitric Oxide Synthase) et la eNOS (endothelial Nitric Oxide

Synthase). La nNOS fut la premiere découverte et a été purifiee a partir de
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cerveaux de rats et de porc **°. Cette enzyme est également présente en
périphérie, notamment au niveau du muscle squelettique **°. De la méme facon,
la eNOS est présente a la fois en périphérie et au niveau central. Ces 2

191 Toutefois, leur

enzymes sont toutes deux constitutivement exprimées
activation nécessite leur phosphorylation %%, A I'inverse, la INOS, que I'on ne
retrouve qu’au sein de cellules immunitaires, n'est pas constitutivement
exprimée et son expression est induite par différents facteurs comme les

cytokines pro-inflammatoires *°.

Le NO produit par ces enzymes, malgré une demi-vie trés courte de I'ordre de
7 secondes, est capable de traverser les membranes biologiques et de diffuser
dans un rayon de 300pm autour de son site de production ***. Cette propriété
diffusible lui permet notamment de rentrer en contact avec la guanylate cyclase
soluble qui constitue I'un de ses récepteurs majeurs '*°. Cette enzyme, activée
par la fixation du NO, catalyse la transformation du GTP en GMPc. De part
cette activité catalytique, la guanylate cyclase, et donc le NO, sont impliqués
dans de nombreuses voies de transduction notamment dans la relaxation des

cellules musculaires lisses *%.

De part la présence de NOS au niveau central, le NO peut donc étre produit au
niveau de I'hypothalamus. Sa production hypothalamique provoque d’ailleurs
une élévation du flux sanguin périphérique et une augmentation de I'utilisation

du glucose chez la souris .

A Tlinverse, linhibition de la production
hypothalamique de NO via l'utilisation d’inhibiteurs des NO synthases génére
une hyperglycémie périphérique associée a un défaut de sécrétion d’insuline et
une insulino-résistance %8, Ces altérations sont caractéristiques du diabéte de
type Il et on retrouve d’ailleurs une production hypothalamique de NO altérée
chez les animaux obéses et diabétiques du fait de la moindre activation de la
eNOS et de la nNOS °"%_ Ainsi, le NO hypothalamique est impliqué dans le

contrble central de 'homéostasie glucidique.

d) Neurones glucosensibles,

La théorie glucostatique de Mayer développée en 1950, postulait I'existence de
récepteurs sensibles au glucose, notamment au sein de I'’hypothalamus, ce qui

permettait au cerveau de détecter les changements de la glycémie 2%.
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| 21 ont d’ailleurs mis en évidence en

Confirmant cette théorie, Oomura et a
1964 que certains neurones du noyau ventromédian et de I'hypothalamus
latéral modulaient leur activité en réponse au glucose. Par ailleurs, en 1986,
Campfield et Smith ont observé qu’une diminution de la glycémie au niveau
central entrainait I'initiation d’une prise alimentaire chez le rat %2, Ces résultats
suggerent donc que le cerveau est bien capable de détecter des variations de
la glycémie et de mettre en place des réponses adaptées. Ainsi, une
augmentation de la concentration en glucose, reflet d’'une balance énergétique
positive, entrainera la mise en place de processus visant a freiner les apports
et a favoriser les dépenses. A I'opposé, une diminution de cette concentration
déclenchera des mécanismes inverses, c'est-a-dire favoriser les apports et

freiner les dépenses.

| 2% a mis en évidence I'existence de 2

Une étude menée par Song et a
catégories de neurones sensibles au glucose. Ceux-ci sont donc définis par leur
capacité a modifier leur activité en réponse a un changement physiologique de
la concentration en glucose. On distingue ainsi les neurones qui vont étre
excités par une augmentation des taux de glucose (dits neurones GE, pour
neurones gluco-excités), et ceux qui seront inhibés dans les mémes conditions
(dits neurones GI, pour neurones gluco-inhibés). Quelques années plus tard,

Fioramonti et al 2%

ont également montré au sein du noyau arqué I'existence de
neurones sensibles a de trés fortes variations de glucose (passage de 5 a
20mM). Ces neurones sont qualifiés de hautement gluco-excités (neurones
hGE) ou de hautement gluco-inhibés (neurones hGl). Toutefois, le role
physiologique précis ainsi que les mécanismes de fonctionnement de ces
neurones sensibles a de trés fortes variations de la concentration en glucose
sont encore trés mal connus. C’est pourquoi nous ne présenterons dans la suite

de ce chapitre que les neurones GE et Gl.
¢ Neurones gluco-excités

Les neurones gluco-excités ont été identifiés au niveau latéral du noyau arqué
ainsi qu’au niveau du noyau ventromédian ?°*?°. Ces neurones possédent le
méme équipement moléculaire que la cellule B pancréatique et la mise en place

de la dépolarisation membranaire en réponse au glucose s’y déroule donc de la
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méme facon. Ainsi, on retrouve dans ces neurones des canaux potassiques
ATP-dépendants, I'expression de la glucokinase et également le transporteur
de glucose GLUT2 ce qui les rend sensibles au glucose 2°°?%’. Une étude
menée par Kang et al *®® dans laquelle I'utilisation d’ARNSs interférents permet
de diminuer de 90% [l'expression de la glucokinase dans des neurones
fraichement isolés montre une disparition de la quasi-totalité des neurones
sensibles au glucose. Ce résultat montre donc un réle essentiel de la
glucokinase dans la capacité de ces neurones a adapter leur activité en

fonction des taux de glucose.

La nature des neuropeptides exprimés par les neurones gluco-excités est
encore relativement inconnue et controversée. En effet, peu d’études se sont
intéressées a ce sujet mais il a toutefois été suggéré que les neurones a POMC
voient leur activité modulée par les taux de glucose ?®. Toutefois, a I'encontre
de cette théorie, les neurones gluco-excités ne sont pas situés dans la méme
région du noyau arqué que celle considérée comme la région de localisation
des neurones a POMC. Une étude de patch-clamp menée par Fioramonti et al
210 3 également montré que moins de 5% des neurones & POMC du noyau
arqué répondaient a des changements extracellulaires de la concentration en
glucose. De plus, dans la méme étude, I'injection intra-carotidienne de glucose
n’entraine pas I'expression du marqueur d’activation neuronale c-Fos dans les
neurones a POMC. Cette controverse réside certainement dans le fait que ces
neurones gluco-excités soient également régulés par plusieurs autres facteurs.
En effet, 'insuline est capable de diminuer I'activité des neurones gluco-excités
211 yia son action sur les canaux Karp-dépendants *2. En agissant de la méme
facon, la leptine est également capable de moduler I'activité de ces neurones.
Toutefois, cette réponse est tres hétérogene puisque certains de ces neurones

ne modifient pas leur activité, et d’autres peuvent étre inhibés 2*3

tandis que
d’'autres seront excités ?®°. Cela suggére donc que les récepteurs a la leptine ne
soient pas toujours présents sur les neurones gluco-excités, ce qui est en
accord avec la distribution de ces récepteurs au travers de I'hypothalamus. En
effet, ces récepteurs sont fortement présents au niveau du noyau arqué mais

sont beaucoup plus rares au niveau du noyau ventromédian .
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Les effets de l'activation de ces neurones glucoexcités sur I'homéostasie
glucidique ne sont pas encore tous clairement établis. Toutefois, Kong et al >+
ont impliqué ces derniers dans I'amélioration de la tolérance au glucose. En
effet, cette équipe a rapporté que la perte de tels neurones chez la souris
entraine une diminution de la tolérance au glucose. De plus, dans des
conditions d’obésité, la détection des variations de glucose par ces neurones
est altérée, ce qui pourrait donc contribuer a la diminution de la tolérance au

glucose observée chez les obéses %%,
e Neurones gluco-inhibés

Les neurones gluco-inhibés sont des cellules dont lactivité est corrélée
négativement avec la concentration en glucose. Ceux-ci sont retrouvés dans les
mémes noyaux hypothalamiques que les neurones gluco-excités, a savoir le
noyau arqué et le noyau ventromédian. lls présentent également d’autres
similarités avec leurs homologues gluco-excités puisqu’ils expriment aussi la
glucokinase 2!’ ainsi que certains transporteurs de glucose comme GLUT2 et
GLUT4 %", En revanche, la voie de signalisation mise en place au sein de ces
neurones dans le cadre d’'une variation de la concentration extracellulaire en
glucose est totalement différente. Celle-ci a récemment été décrite et implique
notamment 'AMPK et le NO ?*8,

Ces neurones étant inhibés en présence de glucose, c’est donc une baisse des
taux de glucose circulants qui va permettre leur activation. Dans ces conditions,
la diminution de I'entrée du glucose au sein de la cellule, et donc la diminution
de la formation d’ATP va mener au recrutement d’un senseur métabolique que
nous avons précédemment décrit : ’TAMPK. Ce dernier va alors activer la nNOS
et le NO produit va augmenter les taux intracellulaires de GMPc via sa fixation
sur la guanylate cyclase soluble. Cette modification des taux de GMPc va
contribuer & suractiver TAMPK ?*°. Dans ces conditions, cette enzyme est alors
capable de fermer un canal ionique nommé CFTR chlorure (Cystic fibrosis

transmembrane regulator chlorure) ?%.

L’'implication de ce canal dans le
fonctionnement des neurones gluco-inhibés avait déja été suspectée par
Fioramonti et al *!° puisque le fait de maintenir pharmacologiquement ouvert ce

canal rendait alors les neurones totalement insensibles aux variations de
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glucose. La fermeture de ce canal empéche donc l'arrivée d’ions CI" au niveau
intracellulaire et déclenche donc une dépolarisation membranaire qui va
permettre la libération de neurotransmetteurs (Figure 20). Il semble d’ailleurs,
de facon plus certaine que pour les neurones gluco-excités, qu’un des
neurotransmetteurs libérés lors de la dépolarisation de ces neurones gluco-
inhibés soit le NPY puisque lors d’'une diminution de la concentration en
glucose au sein du noyau arqué, plus de 50% des neurones a NPY se

dépolarisent #°.

L-arginine

L-citrulline

- cGMP

GLUT& =2
| GLUCOSE ——= »@@K)—> | GLYCOLYSE —»tAMP],

=

Figure 20: Fonctionnement des neurones gluco-inhibés (D’aprés Murphy. 2009). La
diminution du glucose extracellulaire va entrainer I'activation de 'AMPK. Cette derniere va alors
phosphoryler et activer la nNOS. Le NO produit renforcera alors l'activation de 'AMPK qui
deviendra alors capable de fermer le canal ionique CFTR CI-. La fermeture de ce canal entraine
alors une dépolarisation membranaire et la libération de neurotransmetteurs.

De la méme facon que pour leurs homologues gluco-excités, I'activité des
neurones gluco-inhibés est également sous le contréle d’autres facteurs tels
que linsuline et la leptine. En effet, cette derniére est notamment capable
d’inhiber TAMPK ?#!, empéchant donc la production de NO par la nNOS. En

revanche, I'effet de l'insuline reste encore peu clair puisque celle-ci stimule la
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production de NO dans ces neurones mais, a 'opposé, est également capable

de les hyperpolariser et donc d’empécher la libération de neurotransmetteurs.

Dans des conditions d’'obésité et de diabéte de type I, on observe souvent une
résistance centrale a I'action de plusieurs hormones clefs tels que l'insuline et la

leptine 222223

. Or, nous avons vu précédemment que ces hormones sont
d'importants régulateurs de I'activité des neurones gluco-sensibles. En effet,
I'insuline est capable d’inhiber 'activité des neurones GE tandis que la leptine
est capable d’inhiber les neurones Gl. Ainsi, du fait de la résistance a I'action de
ces hormones, ces neurones deviennent donc hypersensibles aux variations de

la concentration en glucose.

lIl.Physiopathologie : Perturbations de I’homéostasie qglucidique et maladies

métaboliques

1) Définition et caractéristiques

La physiopathologie est une altération du fonctionnement normal d’'un organe,
tissu, ou encore d’'un systéme intégré. Une ou plusieurs altérations dans les
voies de régulation de 'homéostasie glucidique qui viennent d’étre décrites, ou
plus largement dans une ou plusieurs voies de régulation de I'homéostasie
énergétique, vont perturber le fonctionnement physiologique de I'organisme et
aboutir ainsi a un « défaut » de gestion de I'énergie et, souvent, a I'apparition
d’'une pathologie en lien avec ce défaut. Ces pathologies peuvent étre
extrémement diverses et de plus ou moins grande gravité et sont regroupées
sous le terme de maladies métaboliques. Ces derniéres connaissent depuis
plusieurs années une expansion telle qu’il s’agit maintenant d’'un véritable

probleme de santé publique, tant au niveau national qu’au niveau international.

Ce type de pathologies s’inscrit généralement dans le cadre plus large du
syndrome métabolique. Aussi parfois hommé syndrome X et premiérement
décrit par G. Reaven dans les années 1980 %, il s’agit d’'un ensemble de
signes physiologiques pouvant laisser présager l'apparition d’'une maladie
métaboligue. En clinique, ce syndrome est habituellement défini par
I'association d’'une obésité abdominale associée a 2 facteurs de risque parmi

une hypertriglycéridémie, une diminution du HDL cholestérol, une hypertension
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artérielle ou encore une glycémie a jeun élevée . L'obésité et le surpoids
constituent en effet d’'importants facteurs de risques dans le développement des
pathologies métaboliques et sont de plus en plus répandus dans le monde. On
estime de nos jours que prés de 21% de la population mondiale et 40% de la
population francaise présente un surpoids ou une obésité, laissant craindre une
forte augmentation des maladies métaboliques dans les prochaines années. En
ce qui concerne 'lhoméostasie glucidique, le syndrome métabolique peut laisser
présager de I'apparition d’'un phénomeéne d’insulinorésistance et/ou d’un diabéte
de type Il. Il s’agit de la pathologie métabolique la plus répandue au monde et
on dénombre a I'heure actuelle environ 30 millions de patients en Europe dont
2.5 millions en France et, selon les prévisions de 'OMS, le nombre de
personnes diabétiques pourrait passer de 100 millions actuellement a plus de

300 millions en 2030 dans le monde.
a) Définition

Le terme insulinorésistance désigne une situation physiopathologique dans
laquelle les tissus cibles de l'insuline, principalement le foie, le muscle et le
tissu adipeux, ne répondent pas suffisamment a la présence de taux circulants
normaux d’insuline. Ce défaut de réponse est lié a une altération du récepteur,
ou de la voie de signalisation sous-jacente. Dans ce cas, certaines voies
meétaboligues ne seront plus régulées par linsuline ce qui entraine une
augmentation de la glycémie. Le pancréas va alors s’adapter en augmentant la
sécrétion d’insuline permettant de normaliser la glycémie. Il s’agit de I'état pre-
diabétique, caractérisé par une glycémie normale et une hyperinsulinémie. Sur
le long terme, cela va amener le pancréas a s’épuiser et menera au final a
I'établissement d’un diabéte de type I, situation dans laquelle le pancréas n’est

plus en mesure de compenser l'insulinorésistance.

Cette pathologie métabolique se caractérise alors a la fois par une
insulinorésistance mais aussi par un défaut de sécrétion de l'insuline par les
cellules B pancréatiques. Les patients sont ainsi hyperglycémiques et
hyperinsulinémiques. Dans les stades les plus avancés de la pathologie, la

production accrue d’insuline par le pancréas va alors conduire a I'apoptose des
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cellules B pancréatiques, ce qui entraine une diminution de l'insulinémie : on

parle alors de phase d’insulinopénie.

b) Altérations moléculaires participant a l'insulino-résistance

Les différents acteurs de la voie de signalisation de I'insuline sont maintenant
parfaitement connus et [linsulinorésistance peut étre le fruit d'un

dysfonctionnement a un ou plusieurs niveaux de la voie de transduction.

La principale cause de ce dysfonctionnement est une augmentation des
phosphorylations des résidus sérine ou thréonine sur le récepteur a l'insuline ou
sur les IRS ?°. Ces phosphorylations, a 'inverse des phosphorylations sur les
tyrosines, ont un effet inhibiteur sur la transduction du signal insulinique en
favorisant la dissociation des IRS et du récepteur a l'insuline %*’. Ce type de
phosphorylation, présent en conditions physiologiques pour participer a l'arrét
du signal, est augmenté par différents facteurs tels que les acides gras, le

228 gy encore les interleukines

glucose, le TNFa (Tumour necrosis factor a)
inflammatoires, tous présents en quantité importante en conditions d’obésité
et/ou de diabete de type Il. Plusieurs enzymes sont capables de réaliser cette
opération, mais les plus impliquées sont la JNK (Jun Kinase) ?*°, ERK (muscles
et tissu adipeux) et mTOR (muscles) ?°. L'activitt de ERK a dailleurs été
montrée comme augmentée dans une lignée cellulaire issue de muscle de

patients diabétiques **.

Une des causes secondaires de linsulinorésistance peut étre la multiplication
des cycles d’internalisation/recyclage du complexe insuline/récepteur. De fagon
physiologique, apres internalisation dans les endosomes, une partie des
récepteurs est recyclée a la membrane tandis qu’'une autre est dégradée. Les
mécanismes de synthése de novo du récepteur a l'insuline sont, en temps
normal, assez efficaces pour compenser la dégradation et ainsi maintenir stable
le pool de récepteurs exprimés a la surface. En revanche, lorsque le taux
d’insuline est trop important, cet équilibre est rompu et le nombre de récepteurs
dégradés est plus important que le nombre de récepteurs crées, ce qui finit par
aboutir a une diminution du nombre de récepteurs exprimés a la surface des

cellules %2,
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Outre la diminution du nombre de récepteurs et la multiplication des
phosphorylations inhibitrices, une altération biochimique participant a la mise en
place de linsulinorésistance est 'augmentation de la déphosphorylation des
tyrosines du récepteur et/ou des IRS ?*. Les enzymes impliquées sont LAR
(Leukocyte common antigen-related molecule) au niveau membranaire, et PTP-
1B (Phosphotyrosine phosphatase 1B) dans le cytoplasme #**. Cette derniére
semble étre plus largement impliquée. En effet, des souris invalidées pour PTP-
1B voient la phosphorylation du récepteur en réponse a l'insuline prolongée
dans le muscle et le foie, entrainant une augmentation globale de la sensibilité
a linsuline de ces animaux %**. L’activité¢ augmentée de ces enzymes a par
ailleurs été montrée chez des patients atteints d’un diabéte de type 1l Z°. Ces
déphosphorylations ont donc pour effet d’empécher la fixation des acteurs de la

signalisation (IRS, PI3K, protéines adaptatrices,...).

2) Altérations périphériques dans le cadre d’un diabéte de type I

a) Flore intestinale

L’intestin est habité par un grand nombre de bactéries qui vivent en symbiose
avec l'organisme hote *’. Totalement physiologique et non pathogéne, on
désigne I'ensemble de ces micro-organismes par le terme de flore intestinale ou
encore de microbiote intestinal. Certaines de ces bactéries ont des capacités
synthétiques et métaboliques que ne posséde pas un organisme animal. Ainsi,
'héte peut bénéficier de I'action de ces bactéries a plusieurs niveaux :
renforcement de limmunité, synthése de vitamines, développement des

villosités intestinales,... 2%,

Au niveau énergétique, les micro-organismes
composant la flore intestinale peuvent utiliser des nutriments ayant échappés a
la digestion « physiologique » dans les parties hautes de [lintestin. Ces
substrats, principalement des glucides non digestibles, sont fermentés et
transformés en acides carboxyliques a chaine courtes capables d’étre absorbés
par les cellules de la muqueuse intestinale, dans lesquelles ils pourront servir

de substrats glucogéniques ou lipogéniques #*°.

C’est en 2004 qu’il a été montré, pour la premiere fois, un lien entre la flore
intestinale et la régulation du stockage énergétique de I'héte, suggérant ainsi

gue le microbiote ou une modification de ce dernier puissent participer a la mise
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en place de maladies métaboliques ?*°. Ces travaux ont montré que des souris
normales présentaient une masse adipeuse de 40% supérieure a celle de
souris totalement dépourvues de flore intestinale (dites axéniques). De la méme
fagon, I'établissement d’'un microbiote intestinal classique chez des souris
axéniques favorisait de 60% le développement de la masse adipeuse par
rapport aux souris restées dépourvues de flore intestinale. Les mémes auteurs
ont alors proposé que le microbiote puisse diminuer I'expression du facteur
FIAF (Fasting-Induced Adipose Factor), inhibiteur de la LPL, enzyme participant
au stockage des acides gras d'origine alimentaire dans le tissu adipeux ; et
également augmenter l'absorption intestinale du glucose tout en favorisant
'expression hépatique de facteurs favorisant le développement de la masse
adipeuse comme ChREBP (carbohydrate-responsive element-binding protein)
et SREBP-1 (Sterol Regulatory Element-Binding Protein 1). En 2006, une
expérience a permis de renforcer ce lien entre flore intestinale, régulation de
’homéostasie énergétique et maladies métaboliques. En effet, des chercheurs
ayant colonisé la flore de souris saines avec une flore de souris obéses ont
observé une augmentation rapide du poids corporel des animaux dont la flore

avait été modifiée 2**.

Ainsi, il semble que la présence du microbiote en lui-méme ne soit pas un
vecteur de maladie métabolique, mais plutbt que sa composition puisse étre
modifiée par des facteurs extérieurs et que dans certains cas la modification
puisse générer des perturbations de I'homéostasie énergétiqgue. Cette
hypothése a été confirmée par I'étude et la comparaison des phylums
bactériens composant le microbiote de souris saines et de souris obéses et
diabétiques de type Il. En effet, il a été mis en évidence que les animaux
obeses possédaient moiti€ moins de Bacteroidetes et deux fois plus de
Firmicutes (ces deux phylums représentant pres de 90% du microbiote) que les
animaux sains 2*?. La méme observation a pu étre faite sur des sujets humains ;
chez qui une diminution du poids corporel induite par un régime hypocalorique
permet de restaurer un profil bactérien similaire & celui des sujets minces %*.
Cela suggérerait dont que des changements qualitatifs qui ciblent certaines

souches de bactéries peuvent étre reliés a 'obésité et au diabéte et que toutes
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les bactéries ne joueraient pas un role identique dans le dialogue métabolique

avec I'hote.

En plus d’'une modification du profil bactérien intestinal, il a aussi été mesuré
des taux circulants plus important de LPS (Lipopolysaccharide) chez les souris

4 et chez le rat, associé dans ce modéle animal a une

obéses et diabétiques %*
diminution de l'activité de I'lAP (Intestinal Alcalin Phosphatase), enzyme de
dégradation du LPS. Par ailleurs, il a également été décrit une activation des
TLR4 (Toll Like Receptors 4) dans l'iléon de rats obéses ?*°. Or, ce type de
récepteur est un des premiers impliqués dans la mise en place des effets pro-

inflammatoire du LPS.

Composant essentiel de la paroi bactérienne des bactéries Gram -, le LPS est
une endotoxine qui ne peut étre libérée que lors de la lyse bactérienne. Ainsi,
on peut donc penser que 'augmentation de 'endotoxémie chez les obeses soit
la conséquence directe d'une augmentation de la destruction des
Bacteroidetes, expliquant ainsi les observations précédentes. Une fois libéré, le
LPS est absorbé par lintestin puis transporté par des lipoprotéines vers les
tissus cibles de I'héte #*°. Par ailleurs, plusieurs études ont montré qu’un régime

riche en lipides augmentait la perméabilité intestinale au LPS 47248

, hotamment
via la diminution de I'expression et de la distribution de protéines participant a
I'établissement des jonctions serrées telles que ZO-1 (zona occludens 1) et
I'occludine %*°. Une fois dans la circulation sanguine, le LPS se lie alors aux
complexes CD14/TLR4 présents a la surface des cellules immunitaires,

0

favorisant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires ?*° qui participent au

développement de l'insulino-résistance.
b) Inflammation

L’obésité et le diabéte de type Il sont des pathologies métaboliques liées a un
état inflammatoire de faible intensité qui touche plusieurs organes et
notamment certains trés impliqués dans la régulation de I'’homéostasie
glucidique tels que le tissu adipeux, le foie et le cerveau (ce dernier cas sera

détaillé dans la partie suivante du manuscrit) .
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Les recherches sur le lien entre inflammation et maladies métaboliques ont
débuté en 1993, aprés la publication de travaux rapportant une expression
élevée du TNFa dans le tissu adipeux de quatre différents modeles murins
d’obésité et de diabéte, et I'observation que la neutralisation de ce facteur
inflammatoire permettait d’améliorer [l'utilisation du glucose en réponse a
linsuline 2. De la méme facon, des souris inactivées pour les génes du TNF-a
et de ses récepteurs et soumises a un régime hyperlipidique restent plus
sensibles a l'insuline que les souris non-invalidées %3, Les années suivantes,

6 ** et la protéine C réactive **°

d’autres facteurs inflammatoires tels que I'lL-
ont également été décrits comme augmentés aux niveaux adipocytaire et

sanguin dans des conditions d’'obésité et de diabéte.

La mise en place de cet état inflammatoire passe par 'augmentation de la
production de facteurs pouvant stimuler de maniere importante les
macrophages au niveau de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires *.
Relachées dans la circulation sanguine, ces cytokines vont atteindre différents
tissus, parmi lesquels le foie et le muscle ainsi que le tissu adipeux. Au sein de
ce dernier, l'infiltration macrophagique sera augmentée 2*°, & tel point que chez
I'humain I'obése, les macrophages peuvent parfois représenter plus de la moitié
des cellules composant le tissu adipeux, contre moins de 10% chez I'humain

sain *°’. Il a par ailleurs été montré que les adipocytes hypertrophiés de tissu
adipeux d'obéses sécrétaient une chimiokine, MCP-1 (Monocyte

chemoattractant protein 1) qui augmente le recrutement des macrophages 2*°.

Les raisons mémes de cette sécrétion de chimiokines participant a l'infiltration
macrophagique du tissu adipeux sont mal connues mais il a été proposé que
cette sécrétion résulterait d’un stress di & 'hypertrophie adipocytaire 2°. Cette
étape de recrutement macrophagiqgue semble contribuer a la mise en place de
linsulino-résistance puisque son blocage permet d’améliorer [insulino-
résistance chez la souris obése ?°. A Tinverse, la surexpression de MCP-1
dans le tissu adipeux augmente logiquement linfiltration macrophagique et
diminue la sensibilité a linsuline ?**. Toutefois, I'importance de ce facteur est
encore discutée puisque des auteurs ont rapporté gue des souris MCP-1 -/- ne

présentaient pas de diminution de linfiltration macrophagique et ne montraient
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pas d’amélioration de l'insulino-sensibilité au cours de la mise en régime gras

des animaux 2%2.

Néanmoins, le tissu adipeux comporte de facon totalement physiologique des
macrophages résidents jouant un role dans le maintien de l'intégrité du tissu et
également de sa plasticité °*. Ce sont donc les macrophages nouvellement
infiltrés qui seraient responsables de la mise en place de l'insulino-résistance
au sein de ce tissu. Appuyant cette hypothése, il s’avére que le profil des
macrophages infiltrés est largement différent de celui des macrophages
résidents, avec notamment une expression fortement augmentée de CD14 et

TNF-a2%* mais aussi d’IL-6 2%,

En plus du tissu adipeux, le foie est un organe également affecté. Une étude a
d’ailleurs montré que I'expression des facteurs inflammatoires au niveau
hépatique était corrélée a I'importance de la stéatose hépatique 2%°. Ainsi, de la
méme fagon qu’une hypertrophie adipocytaire, I'accumulation de lipides dans
les hépatocytes pourrait participer a 'augmentation de I'expression de cytokines
inflammatoires. De plus, les cytokines produites par le tissu adipeux peuvent
également passer dans la circulation sanguine et atteindre le foie, potentialisant
les effets de la stéatose hépatique. A la différence du tissu adipeux, le foie ne
recrute pas de macrophages. En effet, prés de 5% des cellules de foie sont des
cellules de Kupffer, inactives en conditions normales, mais activées en réponse
a des stimuli inflammatoires. Concernant I'implication de ces cellules dans
I'établissement de maladies métaboliques, il a été montré que l'inactivation de
ces dernieres chez des animaux obeses et diabétiques permettait d’'améliorer la

tolérance au glucose et la sensibilité hépatique a I'insuline %’

Dans l'ensemble, cette augmentation des médiateurs inflammatoires en
conditions d’obésité va contribuer a I'inhibition des effets de I'insuline. En effet,
comme évoqué préceédemment, les acteurs de linflammation favorisent les
phosphorylations inhibitrices sur résidus sérines des IRS, les empéchant alors
d’effectuer la liaison nécessaire au récepteur a linsuline pour assurer la
continuité du signal. L’inhibition de ces médiateurs permet d’ailleurs de diminuer
les phosphorylations inhibitrices et de restaurer une partie de [Iinsulino-

sensibilité 28,
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c) Stress du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique rugueux a pour fonction d’assembler et de
transporter les protéines. Siége de la traduction, les protéines en cours de
formation y sont également repliées puis acheminer ensuite vers I'appareil de
Golgi ou se déroulera I'essentiel des modifications post-traductionnelles avant
sécrétion dans le cytoplasme. Avant I'envoi vers le Golgi, il existe au sein du
réticulum endoplasmique une étape de vérification de la bonne conformation de
la protéine. Si, comme cela peut étre le cas lors de certaines pathologies
(cancer, infection virale) ou dune synthése accrie de protéines, une
accumulation de protéines mal conformées est détectée, on parle alors de
stress du réticulum endoplasmique et une réponse adaptée, nommée réponse
UPR (Unfolded Protein Response) est mise en place afin de réorienter ces

protéines défectueuses vers le protéasome (Figure 21).

La réponse UPR est le fruit de I'activation de 3 protéines transmembranaires du
réticulum endoplasmique : Ire-1(Inositol requiring enzyme 1), PERK (PKR-like
ER protein kinase) et ATF6 (Activating transcription factor 6). Ire-1 va permettre
I'activation et I'accumulation du facteur de transcription Xbp-1 (X-box binding

29 qui aboutira & l'augmentation de I'expression de protéines

protein 1)
chaperonnes permettant 'acheminement des protéines mal conformées vers le
protéasome, lieu de leur dégradation 2’°. De la méme facon, la kinase PERK va
phosphoryler la protéine elF2a sur sa sérine 51, ce qui va entrainer une
diminution générale de la synthése de protéine au sein de la cellule concernée
21 Cette diminution générale de la synthése est le fruit d’une inhibition de la
cycline D1, qui va donc entrainer I'arrét du cycle cellulaire 2% et également de
I'augmentation du facteur de transcription ATF4 2’3 qui va entrainer I'expression
accrle du facteur de transcription pro-apoptotique CHOP (C / EBP homologous
protein) et ainsi favoriser la mort cellulaire programmée 2’4, Le dernier acteur
principal de cette réponse UPR, ATFG6, est d’ordinaire attaché a la membrane
du réticulum endoplasmique. Lors de la détection d’'un stress, ce dernier va étre

clivé et amené au niveau de I'appareil de Golgi *”

, ou il sera clivé par des
protéases, permettant la libération d’un dernier facteur de transcription régulant

I'expression d'un sous-ensemble de genes sensibles a Xbpl.
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Figure 21: La réponse UPR (D’aprés Cnop. 2011). Lors de la détection de protéines mal
conformées, un stress du réticulum se met en place avec la réponse UPR. Celle-ci se déroule a
travers 3 acteurs majeurs qui vont favoriser la destruction des protéines mal conformées et
permettre 'arrét du cycle cellulaire.

Il a plusieurs fois pat étre établi un lien entre le stress du réticulum
endoplasmique et des pathologies métaboliques telles que l'obésité et/ou le
diabéte de type 11 2®%”". Chez I'humain obése, un by-pass gastrique et la perte
de poids qui s’ensuit induisent une réduction de ce stress au sein du tissu
adipeux 2. Ainsi, I'obésité est un facteur d’induction du stress du réticulum
endoplasmique, notamment dans le foie et le tissu adipeux de souris, ce qui
participe a l'insulino-résistance. La mise en place de la réponse UPR dans les
cellules hépatiques entraine notamment une diminution de la phosphorylation
sur tyrosine de IRS-1?°. Parallélement & ce phénoméne, I'induction de la JNK
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par Ire- va augmenter les phosphorylations inhibitrices sur IRS-1. Au niveau

du tissu adipeux, il a été montré que l'induction d'un stress du réticulum
endoplasmique dans l'adipocyte de souris inhibait le transport de glucose
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stimulé par linsuline Par ailleurs, I'amélioration du stress du réticulum
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endoplasmique (c'est-a-dire la diminution de la phosphorylation ou de
'expression de tous les acteurs impliqués) permet I'amélioration de la

282

sensibilité a l'insuline au niveau du foie et du muscle de I'hnumain et

également au niveau du tissu adipeux de souris génétiquement obéses 2%,

Prises ensemble, ces données montrent clairement une participation du stress
du réticulum endoplasmique a [Iétablissement de [linsulino-résistance.
Toutefois, ce lien entre une malformation de protéines, la réponse UPR qui en
découle et les maladies métaboliques reste encore a éclaircir. En effet, il a été
montré qu’en condition d’obésité, 'expression hépatique du facteur ATF6 était
diminuée et que le rétablissement de son expression permettait d’améliorer

I’'homéostasie glucidique des individus 2,

d) Stress oxydant

La mitochondrie, chez les cellules eucaryotes, est un organite considéré
comme la source principale d’énergie du fait des réactions métaboliques qui s’y
déroulent (notamment la phosphorylation oxydative, ou cycle de Krebs). Cela
permet la formation d’équivalents réduits (NADH, et FADH,), substrats de la
CRM (Chaine respiratoire mitochondriale). Leur oxydation a ce niveau libére
notamment des électrons qui transitent alors de complexe en complexe
parallelement a la création d’'un gradient de protons entre la matrice et 'espace
intermembranaire. En I'absence de découplage (dissipation des protons par des
UCPs), les protons transitent par 'ATP synthase (complexe V) qui utilisent
'énergie du gradient électro-chimique pour former 'ATP. Ainsi, lorsque le flux
de nutriments est important, I'énergie redox disponible (NADH, et FADH,) est
importante et il y a une forte production d’ATP. Il existe toutefois une contrainte
lite au ratio ATP/ADP et aux activités respectives des complexes. La chaine
respiratoire est alors « encombrée » d’électrons qui peuvent fuir de la CRM par
les complexes | et lll et réagir avec 'O, moléculaire pour former I'anion
superoxyde (O2) qui, trés rapidement, est transformé en H,O, (Peroxyde
d’hydrogéne) par la superoxyde dismutase puis neutralisé en H,O par la

catalase 28°

(Figure 22). L’ensemble de ces dérivés oxygénés est capable de
réagir avec les molécules environnantes, et sont de fait nommées EAOs

(Especes actives de I'oxygene).
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Figure 22: Génération des espéces actives de I'oxygéne mitochondriales (D’aprés
Leloup. 2011). La fuite d’électrons au niveau des complexes | et Il de la CRM entraine une
réaction avec I'oxygene moléculaire, ce qui conduit a la formation de I'anion superoxyde. Ce
dernier sera ensuite rapidement transformé en radicaux moins réactifs tels que I'H,O, par des
systémes antioxydants.

Surtout connues auparavant pour leurs effets déléteres (détérioration des
tissus, altération de I'ADN, ...), il est aujourd’hui démontré que ces EAOs
agissent comme molécules de signalisation (dite « rédox-sensible ») #° et
notamment dans la régulation du métabolisme lors de modifications rapides et
transitoires de la glycémie. Ainsi, il a été montré chez le rat qu’au niveau des
flots de Langerhans une augmentation de la concentration en glucose entrainait
une production accrle et transitoire d’EAOs, et que la suppression de celle-ci

8 Cette observation est

perturbait le fonctionnement normal de la cellule
appuyée par le travail de I'équipe de Collins et al *° , qui a observé sur des filots
pancréatiques isolés de souris ainsi que sur des lignées cellulaires de cellules 3
que la sécrétion d’insuline était stimulée par une augmentation du taux d’H,0O,

et que le blocage de cette augmentation perturbait la sécrétion insulinique.
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Du fait de leurs implications physiologiques importantes a faible dose, et de leur
potentielle dangerosité pour I'intégrité de I'organisme a forte dose, les EAOs et
leur production sont trés controlées. A cet effet, il existe donc au sein des
cellules des systéemes de défenses antioxydantes qui peuvent étre spécifique
d'une EAO (par exemple la catalase neutralise spécifiquement I'H,O,) ou
aspécifique (vitamine E, glutathion réduit) ?®’. En condition d’obésité et de
diabéte de type I, il a souvent été observé une diminution de ces défenses
antioxydantes. Par exemple, les expressions de la catalase, de la superoxyde
dismutase ou en encore de la glutathion peroxydase sont fortement diminuées
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dans les cellules B pancréatiques de rats Zicker obéses “°°. De plus, la

régénération de systemes antioxydants aspécifiques tels que le glutathion est
diminuée %, entrainant donc une moins bonne efficacité du systéme. Ces
dysfonctionnements, associés a un flux de nutriments augmenté chez I'obése
aboutit a une augmentation du taux des EAOs qui vont alors avoir des effets

délétéres. On parle alors de stress oxydant.

De nombreuses études ont montré I'implication du stress oxydant dans la mise
en place de [linsulino-résistance, sans toutefois que I'ensemble des

mécanismes impliqués soient totalement compris 2%

. Plusieurs pistes sont
pourtant largement étudiées. Ainsi, lors d’un stress oxydant, il semblerait que le
fort taux d’EAOs favorise les phosphorylations inhibitrices sur IRS, un des
premiers acteurs moléculaires de la voie de signalisation de l'insuline. De plus,
un environnement cellulaire trop oxydé favorise I'expression de certains
membres de la famille des MAP kinases (tels que JNK) qui vont également
avoir la capacité d’interagir soit avec le récepteur a l'insuline, soit avec IRS et

perturber la transduction normale du signal **.
3) Altérations centrales dans le cadre d’un diabéte de type I

La plupart des altérations physiologiques observées en périphérie dans le cadre
d’'une obésité et/ou d’'un diabéte de type Il sont également retrouvées au niveau

du systéeme nerveux central, et particulierement dans I'hypothalamus.
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a) Inflammation

Au méme titre que le tissu adipeux et le foie en périphérie, I'hnypothalamus est
également un organe touché par une inflammation de bas niveau dans des
situations d’obésité et de diabéte de type Il. Dans I'ensemble, les différents
mécanismes inflammatoires qui y sont mis en place vont aboutir a une
résistance hypothalamique a I'action de la leptine et de l'insuline, favorisant
ainsi la prise de poids et I'excés de nutriments circulants, qui vont a leur tour

renforcer I'inflammation hypothalamique.

En 2005, une étude menée sur des rats soumis a un régime hyperlipidique a
montré que plus de 15% des genes dont I'expression était augmentée au sein
de I'hypothalamus codaient pour des cytokines pro-inflammatoires telles que IL-
6 et TNF-a. Cette expression augmentée est liée a une augmentation de
l'activité de la JNK et du facteur de transcription NF-kB (Nuclear factor k-light-

292 |es raisons mémes de cette

chain-enhancer of activated B cells)
augmentation d’activité restent encore peu claires. Toutefois, plusieurs études
permettent d’envisager un réle prépondérant des substrats énergétiques
circulants, en particulier les acides gras. En effet, ceux-ci sont augmentés chez
les obéses et largement présents dans un régime hyperlipidique. Différents
travaux ont portés sur I'étude de leurs effets centraux et ont notamment permis
de mettre en évidence que ces substrats étaient capables d’activer une réponse
inflammatoire au niveau des cellules gliales via I'activation de récepteurs de la

famille des Toll-like récepteurs 2*.

Plus précisément, le récepteur TLR-4 et la protéine adaptatrice MyD88
semblent jouer un réle prépondérant dans |'établissement de cette réponse
inflammatoire. En effet, des souris délétées pour cette protéine dans
I'hypothalamus sont protégées de la prise de poids et de la résistance
hypothalamique a la leptine induite par un régime hyperlipidique et présentent
également une inflammation hypothalamique moins sévére ?**. De la méme
facon, I'activation du récepteur TLR-4 permet d’induire la voie de signalisation
NF-kB. Des stratégies de suractivation ou d’inhibition localisées de cette voie
par l'utilisation de vecteurs viraux ont montré que cette signalisation était

essentielle pour I'établissement de l'inflammation hypothalamique, la prise de
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poids corporel et I'établissement de la résistance hypothalamique a la leptine et

I'insuline 2%°.

b) Stress du réticulum endoplasmique

Le stress du réticulum endoplasmique au niveau de I'hypothalamus contribue a
la mise en place et au maintien des caractéristiques de I'obésité et du diabéte
de type |Il, et particulierement au développement de la résistance

hypothalamique & la leptine 2%

. En effet, I'induction pharmacologique d’un
stress du réticulum au niveau hypothalamique chez des souris saines
déclenche une inflammation, une diminution de la sensibilité a la leptine et une
prise calorique augmentée. A l'inverse, le fait de réduire pharmacologiquement
le stress du réticulum endoplasmique au niveau de I'hypothalamus de souris
obéses permet d’améliorer la résistance a la leptine 2°’. Au niveau moléculaire,

Hosoi et al 2%

ont pu montrer que cette altération de la signalisation de la
leptine lors d’'un stress du réticulum était die a une forte diminution de la
phosphorylation de STATS3, protéine clef de la voie de signalisation de la
leptine. Cette déphosphorylation est liée a une augmentation de l'activité de
PTP-1B, ce qui peut également expliquer en partie la diminution de la sensibilité

hypothalamique a l'insuline.

L'origine du stress du réticulum endoplasmique au niveau de I'hypothalamus
est encore mal connue. Il semble que les acides gras libres puissent avoir un
effet déclencheur direct puisque des neurones hypothalamiques en culture
exposeés in vitro a des acides gras libres présentent un stress du réticulum

endoplasmique, mais pas d’inflammation 2%°.

Toutefois, la réponse UPR,
marqueur du stress du réticulum endoplasmique, parait majoritairement mise
en place en réponse a l'activation du récepteur TLR-4, responsable également
de I'établissement de la réponse inflammatoire hypothalamique, par les acides

gras libres 3%,

c) Stress oxydant

Les EAOs sont des dérives oxygéneés qui sont notamment impliquées dans la
sécrétion d’insuline en réponse au glucose par le pancréas '®. Ces EAOs sont

également produites au niveau hypothalamigue en réponse a larrivée de
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V.

substrats énergétiques ***, ou elles contribuent & la détection du glucose et a la

| 392 ont

stimulation nerveuse de la sécrétion d’insuline. En effet, Leloup et a
montré en 2006 chez le rat que l'injection au niveau central de bloqueurs de la
chaine respiratoire mitochondriale, ce qui entraine la génération d’EAOs,
permet, d’'une part, d’augmenter l'activité électrique des neurons glucoexcités
et, d’autre part, de stimuler la production d’insuline périphérique. A linverse,
l'injection préalable d’antioxydants dans le méme modéle animal inhibe
I'activation de ces neurones sensibles au glucose et bloque la sécrétion
d’insuline en réponse a une injection intracarotidienne de glucose. Ainsi, une
altération de la production de ces EAOs au niveau hypothalamique peut donc

contribuer a I'établissement de pathologies métaboliques.

by

Dans ce cadre, des rats soumis a un régime obésitogene pendant 5 mois
présentent effectivement un taux central d’EAOs plus important que les
animaux soumis a un régime controle >, Par ailleurs, le rat Ziicker, autre
modéle de pathologie métabolique 3%, présente également une altération de la
production hypothalamique de ces EAOs qui génére une hypersensibilité
hypothalamique au glucose. Cette altération observée dans ce modéle
d’obésité est la conséquence, d’une part, d’'une augmentation de l'activité des
différents complexes de la chaine respiratoire mitochondriale et, d’autre part, de
la diminution des défenses antioxydantes au niveau de I'hypothalamus 3°°.
Ainsi, 'augmentation des taux d’EAOs hypothalamiques en condition d’obésité
pourrait contribuer a I'établissement d’une hyperinsulinémie, caractéristique du
diabete de type Il. En effet, les EAOs hypothalamiques sont notamment
capables de moduler l'activité de canaux ioniques voltage-dépendants et de
moduler I'activité électrique neuronale *®°. Ce phénoméne peut augmenter la
stimulation nerveuse de la sécrétion d’insuline par le pancréas et donc

participer a la mise en place de pathologies métaboliques.

Communications périphérie / systéme nerveux central dans le

métabolisme glucidique

A) Le tractus digestif

L’estomac et l'intestin sont le siege de la digestion des aliments et sont donc

tres impliqués dans la régulation du métabolisme glucidique. De fait, le tractus
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gastro-intestinal est capable de générer plusieurs sortes de signaux, a la fois
meécaniques et endocriniens, qui vont pouvoir moduler [Iactivité de

I'hypothalamus. On parle alors d’'un axe intestin / cerveau.
1) Distension gastrique

Lors d’une prise alimentaire, les aliments arrivent au niveau de I'estomac qui
poursuit le travail de dégradation des aliments commencé par la mastication.
Les aliments ingérés y seront transformés de facon mécanique en fines
particules par brassage grace aux muscles lisses, mais également de facon
chimique par I'action de sucs gastriques sécrétés par des cellules spécialisées
localisées dans le fundus. Au fur et a mesure de lingestion d’aliments,
I'estomac se remplit de plus en plus, ce qui va entrainer, grace a I'existence de
mécanorécepteurs situés dans la paroi intestinale, un relachement progressif

des muscles lisses permettant notamment la dilatation de I'estomac.

Ces mécanorécepteurs et ce phénoméne de dilatation de I'estomac jouent un
réle important dans la mise en place du signal de satiété durant la prise
alimentaire. En effet, Lee et al **’ ont montré via l'insertion de ballons gonflables
dans I'estomac de volontaires sains que les sujets éprouvaient des sensations
allant de la simple satiété jusqu'a la douleur et que l'intensité de ces sensations
était directement corrélée a I'importance de la dilation de I'estomac induite par
le ballon. De plus, linstallation de tels ballons dans I'estomac de sujets
massivement obeéses permet d’augmenter artificiellement la distension de

I'estomac et de réduire transitoirement la sensation de faim des sujets %,

Cette modulation du comportement alimentaire en fonction de la distension de
'estomac suggere donc un effet sur le systéeme nerveux central, siége de la
régulation du comportement alimentaire. A ce titre, plusieurs études ont montré
qu’une fois activés, les mécanorécepteurs de I'estomac relayaient I'information
au tronc cérébral et a d’autres régions centrales **° via le nerf vague et les nerfs
splanchniques *'°. Toutefois, a I'heure actuelle, les relais neuronaux au sein du
systeme nerveux central ainsi que les acteurs moléculaires impliqués dans la
mise en place de cet effet satiétogéne sont encore trés mal connus, malgré
quelques pistes sur l'implication du neurotransmetteur GABA (y-Aminobutyric
acid) 3.
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2) Peptides gastro-intestinaux

Il existe au niveau gastrique et intestinal une quinzaine de types de cellules
sécrétrices de peptides régulateurs agissant soit localement soit par voie
sanguine. Plusieurs pistes suggerent que ces sécrétions peuvent également
participer a la régulation de 'homéostasie énergétique. Parmi ces différents
peptides intestinaux, la CCK (cholecystokinine), le GLP-1 et la ghréline sont les
plus importants et les mieux décrits. Nous nous limiterons dans cette partie a

décrire les effets de ces peptides impliquant cet axe intestin / cerveau.

a) Cholecystokinine

La CCK est une protéine produite au niveau de I'estomac, par les cellules G
localisées dans I'antrum. Elle est également produite au niveau intestinal, plus
particulierement au niveau du duodénum et du jéjunum par les cellules 132, Par
ailleurs, ce peptide est également fortement exprimé au sein du systeme

[ 313

nerveux centra notamment dans certains noyaux hypothalamiques. Au

niveau extra-hypothalamique, les zones exprimant la CCK sont majoritairement

314,315

I'hippocampe, les amygdales et le thalamus . Il a été montré chez le rat

gque la CCK coexistait avec la dopamine dans certains neurones du

316

mésencéphale *!°, et avec le neurotransmetteur GABA dans le cortex *'.

La présence ou I'absence d’un groupement sulfate sur la partie terminale de ce
peptide module I'activité biologique et 'affinité pour les récepteurs. Il existe en
effet 2 récepteurs a la CCK, nommés respectivement CCK-1 et CCK-2. Ce sont
tous deux des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés a une
protéine G, *'® qui peuvent étre pharmacologiquement distingués par leur
affinité¢ avec leur ligand. Ainsi, le récepteur CCK-1 présente une tres forte
affinité pour la CCK sulfatée **°, tandis que I'affinité du récepteur CCK-2 est
identiqgue pour les formes sulfatées et non sulfatées de la CCK **. Ces
récepteurs sont largement distribués dans I'ensemble de I'organisme. Toutefois,
le récepteur CCK-2 est majoritairement retrouvé dans I'ensemble du systéme
nerveux central **, alors que la présence du récepteur CCK-1 au niveau central
se limite a quelques noyaux hypothalamiques. A l'inverse, ce récepteur CCK-1
est majoritaire en périphérie ou il est notamment présent au niveau du pancréas

324

322 de l'estomac 3%, des muscles lisses intestinaux 3** ainsi que sur des
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afférences vagales *%°. L’expression périphérique du récepteur CCK-2 se limite

a quelques cellules immunitaires comme les monocytes %2

et les lymphocytes T
327 Pour 'ensemble de ces récepteurs, la voie de signalisation mise en place
apres fixation de la CCK est la méme et implique 'activation de la calmoduline
et de la PKC qui pourront alors agir sur différentes kinases responsables de la

mise en place des différents effets de la CCK.

Parmi ceux-ci, I'effet satiétogeéne a été le premier suspecté. En effet, les taux
plasmatiques de CCK sont augmentés en réponse a une prise alimentaire,
notamment par I'arrivée de protéines et de lipides et diminuent lors du jeine 328,
De plus, linjection systémique de CCK permet de réduire la prise alimentaire

329

chez le rat et les souris délétées pour le récepteur CCK-1 ne sont pas

sensibles a cet effet **°. Plusieurs équipes se sont intéressées aux mécanismes

| 331

impliqués et 'équipe de Smith et a ont montré en 1981 qu’une bivagotomie

menée chez le rat permet de supprimer I'effet anorexigéne de la CCK. De plus,

Ritter et al 3%

ont rapporté par la suite une diminution de I'activité des neurones
du tronc cérébral en réponse a la CCK chez des animaux dont le nerf vague a
été détruit par un traitement a la capsaicine. Ces observations suggerent donc
gue la CCK produite au niveau de I'estomac et de l'intestin en réponse a une
prise alimentaire entrainerait une activation du nerf vague via la fixation au
récepteur CCK-1 présent sur les afférences vagales innervant le tractus
digestif. Au-dela de cet effet sur la prise alimentaire, 'équipe de Cheung et al **
a montré que la CCK intestinale permettait de diminuer la production hépatique
de glucose via un relais nerveux au niveau central. Trés récemment, une
equipe a pour la premiere fois impliqué la CCK hypothalamique dans
I'amélioration de la tolérance au glucose et de la sensibilité a l'insuline ***. Ces
dernieres données suggerent donc que la CCK produite au niveau intestinal
puisse atteindre I'hypothalamus par voie sanguine afin de moduler le

meétabolisme glucidique.

Les mécanismes précis s’établissant au sein du systeme nerveux central sont
encore mal connus. Plusieurs auteurs ont montré I'expression de c-Fos au
niveau du NTS, du PVN et du noyau supraoptique en réponse a une injection
périphérique de CCK, expression supprimée par une bivagotomie et par un

antagoniste des récepteurs CCK-1 *°3%_ par ailleurs, Sabatier et al ** ont
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montré dans un modéle de rat anesthésié que l'activité globale des neurones
du VMH était diminuée en réponse a une injection périphérique de CCK. De
nouvelles études doivent donc étre menées afin de comprendre parfaitement
les mécanismes centraux impliqués dans les effets de la CCK ainsi que leur

éventuelle dérégulation.

Dans des modeles d’obésité, il a été remarqué chez les rongeurs une forte
diminution de I'expression de c-Fos au niveau des neurones du NTS en

réponse & la CCK par rapport & des animaux sains 3%

ainsi qu’une forte
diminution de l'effet satiétogéne **°. Par ailleurs, la diminution de la production
hépatique de glucose en réponse a la CCK est également altérée >*. Les taux
plasmatiques de CCK ainsi que le récepteur CCK-1 sont pourtant augmentés
chez les obéses %% Ceci suggére donc une diminution de la sensibilité a la
CCK chez l'obése **?** mais les mécanismes exacts par lesquels celle-Ci
s’établit sous un régime hyperlipidique restent encore inconnus. A I'heure
actuelle, quelques données suggeérent I'implication de la leptine. En effet, cette
hormone est capable de potentialiser les effets de la CCK sur l'activation du
nerf vague 344 Or, on observe souvent en condition d’obésité une résistance a
I'action de la leptine, ce qui pourrait donc contribuer a la diminution des effets

de la CCK.
b) Ghréline

La ghréline est un peptide de 28 acides aminés isolé par Kojima et al **° en
1999. Il dérive d'un précurseur de 117 acides aminés nommé préproghréline,
comportant une séquence signal de 24 acides aminés qui sera éliminée en
premier, formant ainsi la proghréline. Par la suite, ce peptide de 94 acides
aminés sera a nouveau clivé en ghréline et en un autre peptide de 66 acides
aminés nommé C-ghréline **°. Ce dernier servira notamment de précurseur a la
formation de I'obestatine, un peptide aux effets opposés a ceux de la ghréline
37 (Figure 23).
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Figure 23 : Maturation de la ghréline (d’aprés Seim. 2011). Le précurseur de la ghréline va
subir plusieurs clivages qui vont générer plusieurs peptides de tailles inférieures. La ghréline est
ainsi formée apres élimination du peptide signal. La partie C-terminale du précurseur formera la
C-ghréline, qui sera a l'origine de la formation de I'obestatine.

Il existe 2 formes principales de ghréline. En effet, le peptide peut étre acétylé
au niveau d’un résidu sérine par une enzyme nommée GOAT (Ghrelin-O-Acetyl
Transferase) 3*. Cette forme est la plus communément admise, bien que la
forme non acétylée soit produite en quantité plus importante. Ceci est
certainement en lien avec le fait que la forme non acetylée a longtemps été
considérée comme inactive car incapable de se lier au méme récepteur que la
forme acétylée 3*°. La ghréline (acétylée) a été identifiée comme étant le ligand
endogéne du récepteur sécrétagogue de I'hormone de croissance (GHSR), un
récepteur a 7 domaines transmembranaires couplé a une protéine G capable
d’activer la phospholipase C *%. Ce récepteur est fortement exprimé en
périphérie et a été retrouvé notamment au niveau de l'intestin, du pancréas, du
tissu adipeux et sur les afférences vagales au niveau gastro-intestinal *%3%°. ||
est également retrouvé au niveau central dans plusieurs noyaux de
I'hypothalamus **, particuliérement sur les neurones & NPY du noyau arqué *2,
Toutefois, plusieurs pistes suggérent aussi I'existence d’un ou plusieurs autre(s)

récepteur(s) encore non identifié(s), notamment car des lignées cellulaires
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dépourvues du récepteur « classique » GHSR répondent a un traitement a la
ghréline **3. Certains auteurs proposent, en effet, que cela soit la conséquence
de la fixation de la forme non acétylée de la ghréline a un ou plusieurs

récepteur(s) restant encore a déterminer %%,

La ghréline est produite et sécrétée principalement par I'estomac et l'intestin **°
et dans une moindre mesure par les cellules € du pancréas **°. Cette production
est modulée par I'état énergétique de I'organisme. En effet, les taux circulants
sont augmentés lorsque I'organisme manque d’énergie (jelne, hypoglycémie
ou encore cachexie). A linverse, ces taux sont diminués dans des conditions
d’excés énergétique (comme aprés une prise alimentaire, une hyperglycémie et
en condition d’obésité) **’. Mc Cowen et al **® ont d’ailleurs mis en évidence un
effet inhibiteur de l'insuline sur la production de ghréline. Les mécanismes
précis impliqués dans ces régulations sont encore inconnus mais Williams et al
%9 ont toutefois montré une contribution des fibres efférentes du nerf vague

dans la stimulation de la production de ghréline lors du jeline.

Cette modulation de la production de ghréline en fonction de I'état énergétique
global de I'organisme laissait donc penser a une implication de ce peptide dans
la régulation de ’homéostasie énergétique. Ainsi, plusieurs équipes ont montré
gue l'injection aigiie de ghréline, aussi bien en périphérie qu’au niveau central,
entraine une augmentation de la prise alimentaire chez le rongeur comme chez

360361 De |a méme fagon, l'injection périphérique chronique chez le

’humain
rongeur mene a une hyperphagie, une augmentation du poids corporel et
favorise I'adipogénése **2. Ces observations montrent donc que la ghréline est
capable d’agir au niveau hypothalamique afin d’induire un effet orexigene. |

s’agit d’ailleurs du seul peptide gastro-intestinal orexigene connu a ce jour.

Bien que la ghréline circulante puisse traverser la barriere hémato-

encéphalique, ce passage a été montré comme étant trés faible 3

, suggérant
donc que ces effets sur I'hypothalamus s’établissent plutét via une voie
nerveuse. L'équipe de Date et al **° ont d’ailleurs observé une diminution de
'activité du nerf vague en réponse a la ghréline ainsi qu’une disparition de
I'effet orexigene chez des rats vagotomisés. Dans une autre étude, la méme

équipe a montré que l'injection périphérique de ghréline augmentait la libération
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de noradrénaline au sein du noyau arqué via un relais au sein du noyau du
tractus solitaire 3**. Dans ce méme noyau, Hewson et al *** ont également
montré que linjection périphérique de ghréline induisait I'expression du

marqueur c-Fos. Ces données ont été complétées par Nakazato et al **°

qui ont
rapporté une augmentation de l'activité des neurones a NPY/AgRP. Ainsi, au
méme titre que la CCK évoquée précédemment, la ghréline produite au niveau
intestinal est capable de modifier I'activité du nerf vague, ce qui va permettre la
modification de [l'activité de neurones hypothalamiques impliqués dans la

régulation du comportement alimentaire.

Chez I'obése, les taux de ghréline sont fortement réduits 3*”. Cette observation
est en accord avec le fait que les taux plasmatiques de ghréline soient corrélés
négativement avec le poids corporel, I'insulinémie a jeun et la leptinémie . En
revanche, I'établissement d’'une résistance a la ghréline dans des conditions
d’obésité est encore sujet a controverses. En effet, Perreault et al **° ont
rapporté que des souris rendues obéses par un régime hyperlipidique étaient
moins sensibles & la ghréline que les souris saines tandis que Druce et al 3°
rapportent que l'injection périphérique de ghréline est toujours capable d’induire
une prise alimentaire augmentée chez I'humain obése. De nouvelles études
doivent donc étre menées afin de comprendre parfaitement d’éventuelles
dérégulations touchant cette régulation nerveuse de la prise par la ghréline en

condition d’obésité.
c) GLP-1

Comme nous I'avons évoqué auparavant, le GLP-1 est un peptide sécrété par
les cellules endocrines de I'épithélium intestinal en réponse aux nutriments. Ce
peptide passe dans la circulation sanguine et est responsable de
I'établissement de l'effet incrétine via une stimulation directe de la production
d’insuline par le pancréas associée a une augmentation de la sensibilité a

I'insuline *"*.

Une fois produit en réponse a l'arrivée de nutriments dans l'intestin, le GLP-1
via des relais situés dans l'intestin et la veine hépatoportale (évoquée dans la
partie suivante) va pouvoir agir sur le systéme nerveux autonome afférent 3’2,

De maniére classique, le cerveau intégre alors ces informations en provenance
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du tractus gastro-intestinal et module l'activité des tissus périphériques. De
plus, certaines études montrent également que le récepteur au GLP-1 est
nécessaire au niveau central afin de permettre I'etablissement de [Ieffet
insulinotrope de ce peptide puisque l'injection centrale d’'un antagoniste de ce
récepteur avant une charge intragastrigue de glucose réduit fortement la
sécrétion d’'insuline °. Cela suggére donc que le GLP-1 est sécrété également

dans le cerveau en réponse a la détection de glucose au niveau intestinal.

Ainsi, le modéle suivant a été imaginé 3" (Figure 24) : 'arrivée de nutriments
est détéctée par l'intestin qui libére alors plusieurs peptides gastrointestinaux
comme le GLP-1. Cela génére alors I'envoi d’'un message nerveux afférent au
cerveau. L’'intégration de ce signal entérique par le tronc cérébral va engendrer
'envoi d’'un message au niveau de I'hypothalamus avec notamment une
production de GLP-1 directement au niveau hypothalamique. La modification de
lactivité de certains neurones résultant de ce message va permettre la
stimulation de la sécrétion d’insuline. En parraléle, un message d’origine
inconnue sera également envoyé aux muscles en vue de les préparer a capter
le glucose circulant. Cependant, lorsque le cerveau aura directement détecté
I'arrivée du glucose dans la circulation sanguine, un nouveau message, opposé
au premier, sera a nouveau envoyé aux muscles et entrainera une
insulinorésistance musculaire transitoire. Ce mécanisme permet alors de
rediriger le glucose vers le foie et de permettre sa mise en réserve sous forme
de glycogéne hépatique dans le but de préparer la période de jeline entre deux

repas.
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Glucose

Glucose

Figure 24 : Schéma des effets extrapancréatiques du GLP-1 (d’aprés Knauf. 2009). La
détection de glucose au niveau entérique va entrainer I'’élaboration d’'un message nerveux
entrainant la production de GLP-1 au niveau hypothalamique. Cette production de GLP-1 va
entrainer I'élaboration d’'un message nerveux a destination des muscles afin de les prép arer a
la captation du glucose. Lorsque le cerveau détecte lui-méme directement les molécules de
glucose, il élabore alors un second message antagoniste au précédent, générant alors une
insulinorésistance transitoire permettant de privilégier la captation du glucose circulant par le
foie.

B) Le foie

La veine hépatoportale est une veine conduisant le sang provenant des

1374 avaient

organes digestifs tels que I'intestin vers le foie. En 1984, Adachi et a
montré I'existence d’afférences nerveuses hépatiques sensibles au glucose en
partie connectées avec des noyaux du tronc cérébral et de I'hypothalamus. Par

137 ont montré plus précisément I'existence d’un

la suite, En 1997, Hevener et a
systéme de détection du glucose localisé dans cette veine. Ces données
suggérent donc un relais nerveux dans I'établissement des effets sous-jacents

a la détection de glucose au niveau de la veine hépatoportale.
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Ce mécanisme est sensible & un gradient de concentration de glucose entre la
veine hépatoportale et I'artére hépatique et est capable de controler de
nombreuses fonctions, notamment ['utilisation du glucose par le foie et le
muscle squelettique. En effet, le transport du glucose est augmenté dans le foie
lorsqu’un gradient de glucose est réalisé grace a une perfusion différentielle de
glucose ¥°3". De plus, I'utilisation du glucose par les muscles est également
contrblée par le détecteur de la veine hépatoportale puisque, chez la souris, la
perfusion d’'un débit de glucose basal équivalent a la production hépatique de
glucose induit une hypoglycémie via une augmentation de la clairance
musculaire du glucose 3. Par ailleurs, ce systéme a également été montré
comme capable de diminuer la prise alimentaire *”° et d’augmenter rapidement
la sécrétion d’insuline *°. Ainsi, 'ensemble de ces effets suggére que la
détection de glucose au niveau de la veine hépatoportale par des cellules
spécialisées pourrait servir, d’'une part, a minimiser I'hyperglycémie post-

prandiale et, d’autre part, a initier la fin du repas.

L’équipement moléculaire de ces cellules sensibles au glucose est encore peu
connu. Cependant, Burcelin et al **! ont montré que la présence du transporteur
de glucose GLUT2 était indispensable. Par ailleurs, la méme équipe a
egalement montré un rbéle majeur du récepteur du GLP-1 puisque le blocage de
ce récepteur, ou son invalidation geénétique, suffissent a supprimer les

382 || existe une

capacités de détection du glucose de la veine hépatoportale
correlation entre I'activation du systéme de détection portal et l'activité de
certains neurones glucosensibles au sein de I'hypothalamus latéral **. Cela
suggére donc que l'arrivée de glucose au sein de la veine hépatoportale va
activer une voie nerveuse afférente dont les informations seront intégrées au
niveau de I'hypothalamus. Les effets observés par la suite sur l'utilisation du
glucose dans le foie et le muscle, ainsi que 'augmentation de la sécrétion
d’'insuline seraient donc la conséquence d’un influx nerveux généré par
I'hypothalamus en réponse aux informations afférentes. Dans ce sens, une
dénervation sympathique efférente localisée au niveau du foie permet d’ailleurs
d’empecher 'augmentation de l'utilisation en réponse a une injection portale de

glucose #.
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C) Le pancréas
1) Insuline

Comme cela a été évoqué précédemment, I'insuline est produite et sécrétée
par les cellules B des ilots de Langerhans en réponse au glucose. L’idée que
I'insuline circulante puisse agir au niveau de I'hypothalamus est supportée par
plusieurs études qui ont, d’'une part, montré que cette hormone était capable de

franchir la barriére hémato-encéphalique 3%

et, d’autre part, que le récepteur a
linsuline était fortement exprimé au sein du systéeme nerveux central, et
particuliérement dans I'hypothalamus **°. Ces observations suggérent donc que
I'insuline pourrait agir au niveau hypothalamique pour contribuer au maintien de

’lhoméostasie énergétique.

Plusieurs équipes se sont donc fixer comme objectif d’étudier les effets
meétaboliques d’une injection centrale d’insuline. En 2008, un travail de Koch et
al ¥ utilisant deux modéles de souris avec une inactivation inductible des
récepteurs a l'insuline (une totale et une restreinte aux tissus périphériques) a
montré que les animaux ayant notamment perdu les récepteurs a I'insuline au
niveau central présentaient une hyperglycémie a jeun et une réduction de la
masse grasse plus prononcée que chez les animaux n’ayant perdu les
récepteurs a l'insuline qu’au niveau périphérique. Ce résultat est donc le signe
que les effets centraux de I'insuline sur le contréle de 'homéostasie glucidique
sont extrémement importants. D’autres travaux ont d’ailleurs rapporté que la
perte des récepteurs a l'insuline uniquement au niveau hypothalamique chez le
rat suffisait a déclencher une hyperphagie et également I'établissement d’'une
insulinorésistance périphérique 3%, Cette observation de modulation de la prise
| 145 qui

montrent que [linjection intrapéritonéale d’insuline a des rats augmente

alimentaire est donc en accord avec les travaux de Pritchard et a

I'expression du neuropeptide anorexigéne POMC dans le noyau arqué, et avec

[ 389

ceux de Schwartz et a rapportant une diminution trés importante de

'expression du NPY en réponse a linjection centrale d’insuline. Par ailleurs,

| 212

Spanswick et a avaient rapporté que l'insuline était capable d’hyperpolariser

certains neurones glucosensibles chez les rats sains, mais pas chez les rats
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obéses, expliquant donc en partie les perturbations de la prise alimentaires

associées a I'obésité.

Dans le méme temps, d’autres équipes ont montré une augmentation du
stockage du glucose sous forme de glycogéne dans le muscle squelettique ™
ainsi qu’une augmentation périphérique de la sensibilité a l'insuline associée a
une diminution de la production hépatique de glucose 3. Par ailleurs, il a
également été mis en évidence une augmentation localisée de I'activité du
systéme nerveux sympathique en réponse a linjection icv d’insuline *%*. Enfin,
en 2005, Pocai et al **? ont montré que I'ouverture des canaux K* de certains
neurones en réponse a linsuline entraine une activation du nerf vague

responsable de I'inhibition de la production hépatique de glucose.

Les acteurs moléculaires impliqués dans ces effets centraux de linsuline

| 17 ont

n'avaient pas été étudiés jusqu'a récemment. En 2007, Cabou et a
montré une implication du NO dans la mise en place de ces effets. En effet,
chez des souris présentant une hyperinsulinémie systémique (comme cela est
le cas apres une prise alimentaire), la phosphorylation de la eNOS
hypothalamique est significativement augmentée, signe d’'une augmentation de
I'activité de cette enzyme et donc de production de NO. Les effets centraux de
l'insuline ne sont d’ailleurs pas retrouvés chez des souris invalidées pour le

gene de la eNOS.

Ainsi, le NO semble étre un acteur majeur de la mise en place des effets
centraux de linsuline et cela pourrait contribuer a la mise en place de
l'insulinorésistance chez les animaux obéses. En effet, on retrouve une

197 par

diminution de l'activation de la eNOS chez les souris diabétiques
ailleurs, il existe également une activation endogene de la protéine kinase C au
cours du diabete dans I'hypothalamus de souris. Cette activation pourrait
contribuer a altérer la voie de signalisation de l'insuline et altererait donc la

production finale de NO par la eNOS 3%,

2) Glucagon

A linverse de l'insuline, le glucagon exerce peu d’effets au niveau central. Cela

est peut étre la conséquence de la présence de GLP-1 et de son récepteur a ce
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niveau, le GLP-1 étant dérivé du méme précurseur que le glucagon. Ainsi, le
glucagon n’exerce qu’'un seul effet central, indirect, et relayé par le foie. Le
glucagon est rapidement sécrété en réponse & une prise alimentaire 34, Cette
sécrétion entraine une forte augmentation de la concentration en glucagon au

3% mais pas au niveau systémique 3. Cela suggére

niveau de la veine porte
donc effectivement que le foie soit la cible de I'action du glucagon au cours de

ce phénomene.

Ainsi, au niveau hépatique, le glucagon participe a I'établissement d’'un effet
satiétogéne. En effet, 'équipe de Geary et al **" ont montré en 1993 que
I'injection portale de glucagon a des rats entraine une diminution de la prise
alimentaire. Dans la méme étude, une vagotomie hépatique prévient cet effet,
suggérant donc I'implication du nerf vague. Toutefois, a I'’heure actuelle, la voie
de transduction par laquelle le glucagon est capable de générer un message
vagal afférent reste inconnue. Certaines données laissent plutbt penser a un
mécanisme indirect, et notamment I'absence de récepteurs au glucagon sur les

projections hépatiques du nerf vague.
D) Le tissu adipeux

Depuis plusieurs années, un grand nombre d’études montrent que les
adipocytes sont des cellules douées d'une trés importante activité sécrétoire.
Nommeées adipokines, ces sécrétions sont libérées dans la circulation sanguine
et exercent un grand nombre d’effets. Parmi ceux-ci, un des plus importants est
leur implication dans la régulation de 'homéostasie énergétique, via des effets
périphériques et des effets centraux. Au cours de cette partie, nous évoquerons

principalement les effets centraux des adipokines les plus importantes.
1) Leptine

Le géne codant la leptine a pu étre isolé en 1994 3%, Partant de I'observation
qu’'une mutation sur le géne Ob de la souris résultait en I'apparition d’une
obésité massive souvent associée a un diabete de type Il, ceux-ci ont imaginé
gue le produit de ce gene pouvait étre impliqué dans certaines régulations
métaboliques. La leptine est une protéine de 167 acides aminés présente dans

de nombreuses espéces animales, ou elle est trés conservée (80% d’homologie
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entre humain, souris et rat) **®. Sa production est majoritairement assurée par le
tissu adipeux et peut étre régulée par de nombreux facteurs tels que l'insuline
39 et le TNF-a *°°. Toutefois, TARNm de la leptine a été également retrouvé
dans le placenta, I'intestin, le foie, le muscle squelettique et le cerveau mais a
des niveaux d’expression beaucoup plus faibles *°*, ceci suggérant une grande

diversité dans les fonctions de la leptine.

Le géne Db du récepteur de la leptine (Ob-R) a été cloné en 1995 “°2. || code
pour un récepteur appartenant a la famille des récepteurs aux cytokines de
classe I. Le produit de ce gene peut subir différents épissages, ce qui permet

I'existence de 6 variants de ce récepteur 4°34%*

qui différent par la taille de leur
chaine intracellulaire. Ainsi, parmi les deux variants majoritairement exprimés
Ob-Ra et Ob-Rb, on distingue un récepteur avec un domaine intracellulaire
conséquent (Ob-Rb) et un récepteur tronqué au niveau intracellulaire, plus court
(Ob-Ra). Ce dernier est notamment fortement exprimé dans les micro-
vaisseaux des plexus choroides “®. Du fait de la taille réduite de son domaine
intracellulaire 'empéchant de permettre une transduction du signal correcte,
certaines pistes évoquent le fait qu’il jouerait un réle dans le transport de la
leptine circulante périphérique vers le compartiment central *°®. Le récepteur
Ob-Rb quant a lui est capable d’assurer la transduction du signal quand la
leptine se fixe sur son domaine récepteur de I'hormone. Il est principalement
exprimé au niveau du noyau arqué, du noyau ventromédian et du noyau

407,408

dorsomédian . Plus précisément, les types neuronaux exprimant cette

forme du récepteur sont les neurones impliqués dans le contréle de la prise
alimentaire et exprimant les neuropeptides NPY/AgRP **° et POMC/CART *°.

Brievement, la liaison de la leptine au domaine extracellulaire de son récepteur
va permettre le recrutement intracellulaire de la tyrosine kinase JAK2, qui

permettra la phosphorylation de plusieurs tyrosines au niveau du domaine

985' Tyr1077

intracellulaire du récepteur : Tyr et Tyr'**®. La phosphorylation sur

cette derniére tyrosine permet I'activation par phosphorylation et la translocation

411
3 :

nucléaire du facteur de transcription STAT Ce facteur permettra

notamment I'expression de la protéine SOCS3 (Suppressor of cytokine
signaling 3), jouant un rdle dans la fin du signal induit par la leptine en inhibant

98

JAK2 (Janus Kinase 2). La phosphorylation sur la Tyr **° permet dailleurs
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d’améliorer cette interaction SOCS3/JAK2 et contribue donc a la fin du signal.

Enfin, la phosphorylation sur Tyr*®"’

permet le recrutement d’'un autre facteur de
transcription, STAT5, qui régulera ensuite I'expression de ses génes cibles **

(Figure 25).

Leptine

Cytoplasme

Transcription Transcription
dépendante dépendante
de STAT S de STAT 3

o Noyau

Figure 25 : Voie de signalisation de la leptine (D’aprés Ahima. 2008). La fixation de la
leptine a son récepteur active la kinase JAK2 qui va phosphoryler plusieurs tyrosines sur le
domaine intracellulaire du récepteur. Cela permettra le recrutement et I'activation de facteurs de
transcriptions de la famille STAT qui réguleront I'expression des génes cibles. La fin du signal
est permise par la protéine SOCS3 qui déphosphoryle JAK2.

Toutefois, les mécanismes précis de la voie de signalisation de la leptine au
niveau hypothalamique restent encore discutés. En effet, une étude
s’intéressant aux changements moléculaires hypothalamiques suite a une
injection icv de leptine in vivo chez le rat n’a pas retrouvé d’activation de STAT5
ni de phosphorylation d’aucun membre de la famille des JAKs **3. A l'inverse,
d’autres études considerent que la voie de signalisation « classique » de la
leptine s’établie également dans I'hypothalamus et montrent méme que la
délétion de STAT5 dans I'hypothalamus méne a une hyperphagie et une
obésité **. En revanche, I'implication et I'importance de STAT3 dans la mise en
place des effets centraux de la leptine n’est, elle, pas soumise a controverse.
La suppression et/ou linvalidation de ce facteur de transcription au niveau

hypothalamique méne également & une hyperphagie et une obésité *°4°,
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Toutefois, les altérations métaboliques observées lors de ces manipulations
génétiques sont moins seéveres que chez les animaux Db/Db, invalidées pour le
gene du récepteur a la leptine, suggérant I'existence de voies additionnelles.
Ainsi, plusieurs équipes ont également impliqué la voie PI3K **' et la voie des
MAP kinases *'2. La fin de la signalisation est permise par SOCS3 qui inhibe les
protéines de la famille JAK et de la famille STAT. La phosphatase PTP-1B est
également un régulateur négatif de la signalisation de la leptine, aussi bien au

419,420

niveau central qu’au niveau périphérique , Qui agit en inhibant JAK2.

Au niveau hypothalamique, la leptine a été surtout décrite comme impliquée
dans la balance énergétique et dans le comportement alimentaire pour son effet
anorexigene. En effet, les souris Ob/Ob, invalidées pour le géne de la leptine et
les souris Db/Db, sont caractérisées par une hyperphagie, une diminution de la
dépense énergétique menant & une obésité massive. L’équipe de Ring et al **
a montré que la perte de la leptine uniquement au niveau hypothalamique
entrainait également I'établissement d’'une obésité. Toutefois, cette obésité est
moins importante que celle observée chez les animaux Db/Db malgré une prise
alimentaire identique. A l'inverse, l'injection centrale de leptine chez la souris
normale induit une diminution de la prise alimentaire ainsi qu’'une augmentation
de la dépense énergétique “*2. La leptine est produite par le tissu adipeux de
fagon proportionnelle a I'importance de la taille de ce dernier **, et est sécrétée
dans la circulation sanguine. Cette adipokine va ensuite atteindre
I'hypothalamus et jouer le rble de « signal d’adiposité », c'est-a-dire qu’elle va
permettre de signaler au systéme nerveux central I'état des réserves adipeuses
de l'organisme. Ce dernier modulera alors le comportement alimentaire et la
dépense énergétique en fonction de l'intensité du signal. Plus précisément, la
leptine va se lier a ses récepteurs au niveau du noyau arqué et diminuer
I'activité des neurones orexigénes (NPY/AgRP) et, a l'inverse, stimuler celle des

neurones anorexigénes (POMC/CART). L’équipe de Cota et al %

a impliqué la
proteine mTOR dans cet effet, du fait de sa colocalisation avec les
neuropeptides NPY et POMC et de 'augmentation de son activité suite a une
injection centrale de leptine. De plus, le fait d’augmenter pharmacologiquement

'activité de mTOR au niveau hypothalamique diminue la prise alimentaire et le
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poids corporel des animaux traités. A l'inverse, le blocage de cette protéine

entraine la perte des effets anorexigenes de la leptine.

La leptine centrale va également pouvoir modifier I'activité de certains organes
périphériques via la modification de I'activité de certaines branches du systéme
nerveux autonome “?*. Ainsi, la leptine injectée en icv chez la souris entraine
une augmentation de [utilisation du glucose en périphérie dans plusieurs
organes tels que le muscle squelettique, et le tissu adipeux et ce, sans
modification des taux circulants d’insuline **°. Par ailleurs, German et al **® ont
également montré en 2009 que la leptine présente au niveau hypothalamique
était capable d’augmenter la sensibilité a I'insuline du foie par l'intermédiaire du
nerf vague. Trés récemment, la méme équipe a montré que l'injection centrale
de leptine a des rats rendus diabétiques par un traitement a la streptozotocine
permettait de diminuer la glycémie de ces animaux par un mécanisme, encore
inconnu, indépendant des effets de la leptine sur la prise alimentaire, l'insuline

ou le transport de glucose *’.

L’obésité est caractérisée par des niveaux plasmatiques de leptine élevés.
Ainsi, ces forts taux devraient normalement exercer leurs effets bénéfiques sur
le métabolisme glucidique. Pourtant, les animaux rendus obéses en étant
nourris avec un régime hyperlipidigue développent des perturbations de
’homéostasie glucidique. Cela laisse donc penser a [I'établissement d’un
phénomeéne de résistance a la leptine en condition d’obésité. Cette hypothese a
été confirmée en 1998 suite a un traitement a la leptine chez des souris saines
et obeses et a I'évaluation de la sensibilité de chaque groupe d’animaux au
traitement *?®, La cause et les mécanismes de mise en place de ce phénoméne
de résistance a la leptine ne sont pas encore totalement connus mais plusieurs
pistes ont déja été largement explorées. Ainsi, il a été montré un défaut dans le
transport de la leptine a travers la barriere hémato-encéphalique en condition
d’obésité, ou les animaux obeses présentent une diminution de 2/3 du transport
de la leptine vers le compartiment central par rapport aux animaux sains **°.
Cette observation est en accord avec la diminution du ratio leptine centrale /

leptine plasmatique en condition d’obésite **°.

Associé également a la
diminution du transport de la leptine vers ses cibles hypothalamiques, le

récepteur a chaine longue capable d’induire une transduction du signal, Ob-Rb,
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est moins exprimé au niveau central chez les obéses **!. Enfin, au niveau de la
voie de signalisation, il a également été rapporté une suractivation des
protéines SOCS-3 et PTP-1B impliquées, comme nous l'avons vu auparavant,

dans la fin du signal de la leptine #*2.
2) Adiponectine

L’adiponectine est une protéine de 244 acides aminés codée par le gene APM1
(Adipose Most Important Transcript 1). Sa découverte en 1995 est le fruit du

travail de Scherer et al **3

, qui ont dailleurs immédiatement suspecté une
implication de cette adipokine dans I'homéostasie glucidique en raison de la
modulation de son expression par linsuline. De facon intéressante,
I'adiponectine est la seule adipokine dont les taux soient corrélés négativement
a I'IMC (Indice de masse corporelle) et positivement avec la sensibilité a
linsuline ***. Cette protéine est exprimée en trés grande quantité par I'adipocyte
en conditions physiologiques. Le niveau d’expression est toutefois différent
selon le tissu adipeux étudié puisqu’il est 30% plus faible dans le tissu adipeux

435

viscéral que dans le tissu adipeux sous-cutané L’adiponectine peut

également étre produite lors de certaines situations pathologiques par le foie **°.

L’adiponectine posseéde 2 récepteurs, nommés AdipoR1 et AdipoR2, partageant
68% d’homologie. Ceux-ci présentent 7 domaines transmembranaires mais
sont structurellement et fonctionnellement différents des récepteurs couplés aux
protéines G. On retrouve ces récepteurs au niveau du tissu adipeux, du foie, du

coeur, du muscle squelettique et du pancréas **'.

Les 2 récepteurs sont
également exprimés dans I'hypothalamus “*, principalement au niveau des
neurones & POMC et NPY du noyau arqué **°, des neurones & ocytocine du

440 ot au niveau de I'hypothalamus latéral ***. Une autre

noyau paraventriculaire
eéquipe a également montré chez la souris une expression de ces récepteurs,
plus importante pour AdipoR1, au niveau des neurones corticaux **?. Cette
large distribution des récepteurs au niveau central, ainsi que la présence de
'adiponectine dans le liquide cérébrospinal laissent fortement penser que
'adiponectine circulante est capable d’agir au niveau central pour réguler

plusieurs fonctions importantes de ’homéostasie énergétique.
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Plusieurs études se sont intéressées a I'étude des effets d’une injection icv
d’adiponectine sur cette régulation et beaucoup de résultats restent
contradictoires *3. De fagon générale, I'adiponectine injectée au niveau de
I’hypothalamus semble capable de diminuer la prise alimentaire de prés de 40%

444 ot de diminuer

chez le rat (effet médié uniquement par le récepteur AdipoR1)
le poids corporel via une augmentation de la dépense énergétique chez la
souris **°. Les voies de signalisation impliquées dans ces effets centraux de
I'adiponectine restent encore largement a étudier. Certaines études impliquent
la corticolibérine, agent anorexigéne et thermogénique, dont I'expression et la
libération sont augmentées par [I'adiponectine au niveau du noyau
paraventriculaire *“*°. Une autre voie potentiellement impliquée dans la mise en
place de ces effets est le systeme mélanocortine, puisque les souris Agouti, ne
répondent pas a I'adiponectine ***. A Tlinverse, d’autres travaux montrent une
augmentation de Il'activit¢ de 'AMPK induite par I'adiponectine au niveau du
noyau arqué, ce qui tendrait donc & augmenter la prise alimentaire **’. Ces
observations quelquefois antagonistes pourraient étre expliguées par un
croisement de plusieurs voies de signalisation impliquées dans la régulation de
'homéostasie énergétique. En effet, la fixation de I'adiponectine a ses
récepteurs entraine au niveau intracellulaire le recrutement de la protéine
adaptatrice APPL1 (Adaptor protein, phosphotyrosine interaction, PH domain

and leucine zipper containing 1) *

qui posséde la capacité d’'activer la voie de
'AMPK et également la voie de signalisation de I'insuline ainsi que celle de la
leptine. Récemment, I'équipe de Park et al **° a montré que linjection icv
chronique d’adiponectine chez le rat modulait de fagon importante le
métabolisme glucidique. En effet, ce traitement permettait, d'une part,
d’augmenter la survie et le nombre de cellules  pancréatiques et, d’autre part,
d’augmenter la dépense énergétique, d’améliorer la sensibilité a I'insuline et de

diminuer la production hépatique de glucose.
3) Apeline
a) Geénéralités

La découverte de I'apeline est le fruit du travail de I'équipe de Tatemoto et al **°

en 1998. A l'origine, le travail visait a identifier le ligand endogéne du récepteur
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APJ, un récepteur orphelin & 7 domaines transmembranaires. Ce récepteur
avait été découvert en 1993 par O'Dowd et al **!, alors & la recherche d’un

homologue du récepteur a la vasopressine.
e Le récepteur APJ

Localisé sur la bande gq12 du chromosome 11 humain, APJ possede 380 acides
aminés et sa structure possede une forte homologie avec celle du récepteur a
I'angiotensine (sans toutefois pouvoir se lier a celle-ci). Il s’agit d’'un récepteur a
7 domaines transmembranaires couplé a une protéine Gjpo. Il a pu étre identifié
chez un grand nombre d’espéces animales telles que 'humain, le rat, la souris,
la vache, le macaque et le xénope **?>. Pour chacune de ces espéces, on
retrouve une forte homologie de séquence avec celle du récepteur humain,
signe qu’il s’agit probablement d’un systeme fortement conservé au cours de
I'évolution. A titre d’exemple, le récepteur APJ murin comprend 377 acides
aminés et une homologie de séquence de 92% avec la version humaine de ce

récepteur **3.

L’ARN messager d’APJ a été détecté dans de nombreux tissus ***. Ainsi, chez
le rat, on le retrouve exprimé dans de nombreuses zones du systéme nerveux
central, et notamment dans [I'hypothalamus, au sein des neurones
magnocellulaires vasopressinergiques et ocytocinergigues du noyau
paraventriculaire et du noyau supra-optique, ainsi que dans le noyau arqué. Il
est également retrouvé dans le cortex, le thalamus et le mésencéphale **°. En
périphérie, 'ARN messager d’APJ est présent dans un large panel de tissus,
mais en quantité fortement variables selon les organes, que ce soit chez le rat
ou chez 'humain. Le poumon, le cceur, la thyroide et le tissu adipeux sont ceux
exprimant le plus fortement ce récepteur. Des taux plus modérés ont été
mesurés au niveau du rein, de l'intestin, du pancréas, de la rate, du muscle

squelettique et du foie **°.
e Structure, distribution et régulation de la production de I'apeline

Ligand endogéne de ce récepteur APJ, I'apeline (pour APJ endogenous ligand)

450

est un peptide de 36 acides aminés ™. |l dérive d’'un précurseur de 77 acides

aminés, nommé préproapeline. Ce précurseur existe sous la forme d’'un dimére
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dont les liaisons sont assurées par la présence de ponts disulfures. Riche en
acides aminés basiques, cela le rend fortement susceptible d’étre clivé par des
endopeptidases. Un clivage au niveau de l'acide aminé 22 va générer la
proapeline, peptide de 55 acides aminés. D’autres clivages ultérieurs sur
'ensemble de ce peptide vont amener a la production de peptides d’apeline de
différentes tailles (Figure 26). Ainsi, on connait I'apeline 36, I'apeline 17,
I'apeline 13 ou encore I'apeline 12. Chacun de ces peptides est capable de se
lier a APJ, mais avec une affinit¢ et des capacités d’induction de signal

457

différentes Ainsi, a titre de comparaison, 'apeline 13 est 8 fois plus

puissante que I'apeline 17, et 60 fois plus puissante que I'apeline 36 **°.

Endopeptidases

A
1 -MMLELOVOALLLLWLSLTAVCOS VPLMLPPLSTSLEEGSMRY LVEPRTSRTEPSAWQGSRR KFRRORPELSHKSPMPF- 77
L J

Preproapeline
(77 acides aminés) l

A ’ A
Proapeline 22 VPLMLPPDS TELEESSMRY ;LVKPRTSRT@F&AWQE&RRlKFRRPQPRLSHKEPMFF. 77
(55 acides aminés) W

o LY =

Apeline 36 41. LykPRTSRTEPGAWQGSERR KFRRQRPRLSHKSPMEF- 7 7

Apeline 17 60. KanqnanSHmmﬁF_ 7

Formes
biologiquement —

actives de I'apeline Apeline 13 64- QRPRLSHKSPNPF-77

Apeline 13- 64 Pyr - QRFRLSHKGPMPE-T 7
pyroglutaminée

Figure 26: Maturation de l'apeline. La préproapeline est clivée en proapeline par des
endopeptidase au niveau de sites riches en acides-aminés basiques (fleche verte). La
proapeline est ensuite clivée en différentes formes d’apeline biologiquement actives. Parmi
celles-ci, I'apeline 13 peut étre modifiée post-traductionnellement par la transformation de la
glutamine en position N-terminale en pyroglutamine (apeline 13-pyroglutaminée : notée en
rouge sur le schéma). Enfin, les différentes formes actives d’apeline peuvent étre inactivées par
le clivage de la phénylalanine C-terminale par ’ACE2 (angiotensin-converting enzyme 2).

Plusieurs équipes ont entrepris d’étudier la distribution tissulaire de I'apeline
dans des tissus centraux et périphériques (Figure 27) d’humains et de rats
455457 Celle-ci a été, au méme titre que son récepteur, retrouvée exprimée dans

un grand nombre de tissus. Au niveau central, des neurones apelinergiques

86



sont présents dans I'hypothalamus (principalement le noyau arqué, le noyau
supraoptique et le noyau paraventriculaire), le noyau caudé, le thalamus, le
mésencéphale et I'hypophyse. Des études de double marquage en
immunofluorescence ont montré que I'apeline était localisée dans les mémes
neurones hypothalamiques que la vasopressine **® et I'ocytocine **°*%°. Plus
récemment, I'apeline a également était identifiée comme colocalisée au sein du
noyau arqué avec les neurones & POMC “®*. En périphérie, elle est exprimée
au niveau de la rate, de lintestin, du pancréas, du rein, des gonades, du cceur,

42 ont également

du poumon et du tissu adipeux blanc **’. Boucher et al
montré que l'apeline était non seulement produite, mais aussi sécrétée par le

tissu adipeux, faisant d’elle une nouvelle adipokine.
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Figure 27: Distribution tissulaire de I’ARNm et du peptide de I’apeline (D’aprés
Kawamata. 2001). A) L’ARNm de l'apeline est distribué dans de nombreux tissu parmi lesquels
le systéme nerveux central, le coeur le poumon, la glande mammaire et le tissu adipeux. B) Le
peptide de l'apeline est surtout retrouvé dans les poumons et dans la glande mammaire
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La production d’apeline par I'adipocyte est régulée par plusieurs facteurs. Elle
est notamment étroitement associée aux taux d’insuline. En effet, toujours dans
les travaux menés par Boucher et al *®? il a ét¢ montré sur des adipocytes
isolés d’humains et de souris que l'insuline permettait d’augmenter I'expression
de l'apeline. Cet effet passe par la stimulation de la PI3K, de la PKC et des
MAP kinases. Des travaux menés par la suite sur des explants de tissu adipeux
humains ont également montré que le TNF-a est également un facteur
permettant d’augmenter cette expression. Les voies de signalisation impliquées
sont les mémes, a I'exception de la PKC “°3. De plus, une étude a récemment
pu montré une augmentation de la production d’apeline induite par d’autres
facteurs inflammatoires tels que le LPS et I'lL-1 “®*. Enfin, le facteur de
transcription PGC-1a est également capable d’augmenter I'expression de cette

adipokine “°.
e Voies de signalisation activées par l'apeline

Comme nous l'avons vu précédemment, le récepteur APJ est couplé a une
protéine Gjo. Ce couplage est décrit comme pouvant activer la voie de kinases
nommeées ERK (extracellular signal-regulated kinase) appartenant a la voie des
MAPKs. Plus précisément, I'apeline est capable d’activer par phosphorylation
les protéines p42 et p44 appartenant a cette famille. L'utilisation d'un inhibiteur
pharmacologique démontre que cette activation est médiée par la PKC “°°.
L’activation de la PKC par l'apeline a dailleurs été rapportée par d’autres
travaux simultanés. En effet, en étudiant les effets de I'apeline sur la contraction

I 467

cardiaque, Szokodi et a ont caractérisé cette protéine comme étant un

activateur de la PKC et également de la PLC (Phospholipase C).

L’apeline est également capable d’activer la p70-S6K. En effet, Masri et al *°®

ont pu montrer que l'apeline provoquait la phosphorylation rapide et maintenue
dans le temps de cette kinase au niveau de 2 résidus thréonine et d’'un résidu
sérine. La p70S6K est une serine/thréonine kinase activée par la voie PI3K #°°
qui joue un réle dans le contrdle de la synthése protéique et dans la croissance
et la prolifération cellulaire. Cette kinase est notamment présente au sein du

systéme nerveux central *’° ou elle peut, nous I'avons vu, interagir avec la
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protéeine mTOR et avoir ainsi un role potentiel dans la régulation de

I’'homéostasie énergétique *°’.

Enfin, des travaux menés in vitro et in vivo ont établi que I'apeline pouvait aussi
activer des protéines largement impliqguées dans la régulation de 'lhoméostasie

énergétique telles que la protéine Akt, 'TAMPK, et la eNOS #/1472473

e Phénotype des souris invalidées pour le gene de I'apeline

La large distribution tissulaire de I'apeline ainsi que la multitude de voies de
signalisation qu’elle est capable d’activer ont rapidement suggéré son
implication dans un nombre conséquent de mécanismes physiologiques. Le

4 et l'étude

développement de souris invalidées pour le géne de I'apeline *
compléte du phénotype de ces animaux ont apporté de nouvelles données

dans la compréhension de ces régulations.

Les souris invalidées pour le géne de I'apeline présentent un phénotype altéré
par rapport aux souris normales principalement en ce qui concerne le systeme
cardiovasculaire, les phénomenes angiogéniques et les parametres
métaboliques. En effet, ces animaux transgéniques développent en vieillissant
une diminution de la contractilité cardiagque, aboutissant au final a une

insuffisance cardiaque sévére *™.

Par ailleurs, ces animaux présentent
également un retard dans la vascularisation de la rétine *’> et également une
réponse diminuée a certains facteurs angiogéniques tels que le VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) et le FGF (Fibroblast Growth Factor) *°.
Récemment, I'apeline a également été proposée comme agent neuroprotecteur
concernant le développement de la sclérose amyotrophique latérale puisque
cette pathologie progresse plus rapidement chez les souris n’exprimant pas
I'apeline *’’. Concernant les modifications métaboliques survenant chez ces

| 473 ont mis en évidence I'apparition d’une

animaux, les travaux de Yue et a
insulino-résistance, d’une hyperinsulinémie et d’'une diminution du transport de

glucose au sein du muscle squelettique.

b) Role physiologique de 'apeline périphérigue sur le métabolisme glucidique

Les travaux de Yue et al *”*, l'identification de I'apeline en tant qu’adipokine, tout

comme l'augmentation de son expression en présence d’insuline, par Boucher
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et a en 2005 a permis d'envisager un rbéle de ce peptide au sein du

métabolisme énergétique. Cette idée est renforcée par les travaux de Sorhede

Winzell et al 48

qui montrent d’'une part que le récepteur APJ est présent au
niveau du pancréas et, d’autre part, que l'injection d’apeline 36 par voie
veineuse entraine une diminution de la sécrétion d'insuline au cours d'un test
de tolérance au glucose chez des souris saines et chez des souris obéses.
Dans la méme étude, des ilots pancréatiques isolés traités a I'apeline voient
leur production d'insuline significativement diminuée en réponse a une
concentration élevée de glucose *’®, suggérant donc un effet direct de I'apeline

sur ces Tlots.

L’étude de limplication de l'apeline dans la régulation de I'’homéostasie
énergétique est une des thématiques principales de notre laboratoire. Ainsi, en
2008, I'équipe a pu montrer qu’une injection intraveineuse d’apeline exergait un
effet bénéfiqgue en diminuant la glycémie, augmentant la tolérance au glucose et
augmentant le transport et l'utilisation du glucose au niveau du muscle
squelettique et du tissu adipeux **. Cet effet, impliquant TAMPK et la eNOS, est
retrouvé a la fois chez les animaux sains et les animaux obeses et diabétiques,
faisant donc de I'apeline une cible pharmacologique de choix dans I'élaboration

de traitements anti-diabétiques.

c) Rodle physiologique de I'apeline au niveau central

Comme nous l'avons évoqué précédemment, I'apeline et son récepteur APJ
sont largement exprimés au sein de I'hypothalamus, et particulierement dans le
noyau arqué et le noyau paraventriculaire qui sont des zones fortement
impliquées dans I'homéostasie énergétiqgue et la régulation hydrominérale.
Partant de ces observations, plusieurs études se sont donc consacrées a

étudier les effets de I'apeline sur ces régulations.
e Prise hydrique et régulation des fluides corporels

L'ensemble des structures nerveuses impliquées dans la régulation
hydrominérale convergent essentiellement vers le noyau paraventriculaire et le
noyau supraoptique. Dans ces 2 noyaux hypothalamiques, I'apeline et son

récepteur APJ sont trés fortement exprimés et sont, de plus, tous les 2 présents
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au niveau des neurones vasopressinergiques. De plus, les souris invalidées
pour le récepteur APJ présentent une diminution de la prise hydrique ainsi que

des taux de vasopressine augmentés *7%4%

La vasopressine étant une
hormone antidiurétique, ces données pouvaient laisser penser a une éventuelle
implication de I'apeline dans la régulation de la libération de vasopressine, voire

dans la régulation de la prise hydrique et la régulation des fluides corporels.

Ainsi, utilisant plusieurs modeles animaux comme des rates en lactation (dans
lesquelles on retrouve une hyperactivité des neurones vasopressinergiques afin
de conserver au maximum le contenu hydrique de l'organisme pour une
production optimale de lait) ou des souris privées d’eau durant 24 heures,
plusieurs études montrent que l'apeline injectée de facon aiglie en icv réduit
I'activité des neurones a vasopressine, diminuant de fait les taux sanguins de
cette hormone et entrainant donc une diurése ***%?, Ces résultats tendent donc

a montrer que l'apeline serait un inhibiteur des effets de la vasopressine.

Une étude immunohistochimique quantitative menée chez le rat privé d’eau
durant 24 heures montre une diminution du contenu des neurones
vasopressinergiques du noyau paraventriculaire et du noyau supraoptique en
vasopressine et une augmentation du contenu en apeline. L'utilisation d'un
antagoniste au récepteur a la vasopressine sur ces mémes neurones permet
d’inhiber cette variation du contenu en apeline. A l'inverse, 'injection icv aigie
de vasopressine ou d’'un agoniste de son récepteur permet I'établissement de
cette augmentation “*®. Ces données suggérent donc que la vasopressine

puisse aussi réguler la production de I'apeline au niveau neuronal.
e Prise alimentaire

Les travaux concernant les effets de I'apeline centrale sur la régulation de la
prise alimentaire sont plutdt contradictoires. Taheri et al *®® furent les premiers
en 2002 a déterminer — entres autres - les effets d’'une injection icv aigle
d’apeline 13 sur la prise alimentaire de rats. lls ont ainsi observé que celle-ci
était sans effet chez des animaux nourris, mais qu’en revanche I'apeline
entrainait une augmentation dose dépendante de la prise alimentaire chez des
animaux préalablement soumis a un jelne. Une étude plus récente s’est

ensuite intéressée chez la souris a I'étude des effets d’une injection icv
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chronique d’apeline 13 a la dose de 1pg/jour pendant 10 jours. Les résultats ont
montré une prise alimentaire augmentée des animaux traités a I'apeline par
rapport aux animaux témoins & partir du 4°™ jour de traitement “®*. L’ensemble
de ces résultats semblait donc montrer clairement un effet orexigene de
I'apeline centrale. Seulement, d’autres études ont rapporté une diminution de la
prise alimentaire en réponse a l'injection icv d’apeline “®*®. Dans ce sens, Lv
et al **" ont trés récemment rapporté un effet anorexigéne de I'apeline icv
injectée de facon aigle. Dans cette étude, les auteurs proposent également la
corticolibérine comme acteur moléculaire puisque le prétraitement des animaux

par un antagoniste de ses récepteurs permet de reverser I'effet observé.

Ainsi, les effets sur la prise alimentaire semblent dépendre de plusieurs
parametres tels que le modele animal utilisé, la dose d’apeline injectée, le mode
d’injection et également du statut nutritionnel et de la situation métabolique du
modéle. En effet, dans une étude de Clarke et al *®®, ceux-ci rapportent
précisément une diminution de la prise alimentaire en réponse a I'apeline chez
les animaux sains, mais aucun effet chez des animaux obéses. Les auteurs ont
également rapporté une diminution de I'expression d’APJ au sein de
I'hypothalamus des animaux obéses, pouvant donc éventuellement expliquer la
perte des effets centraux de I'apeline dans ce modéle. De nouvelles études
doivent donc étre menées avant de pouvoir conclure de fagon claire sur un

éventuel effet de l'apeline sur la prise alimentaire.
e Apeline centrale et regulation de 'homéostasie énergétique

Les travaux concernant les effets centraux de l'apeline dans le contrbéle de
’homéostasie énergétique ne se sont limités en majorité qu’a I'étude de la prise
alimentaire et de la prise hydrique. Pour cette raison, le travail de doctorat
présenté dans ce manuscrit s’est en partie intéressé a étudier les effets de

I'apeline centrale sur ’lhoméostasie glucidique.
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PARTIE Il : OBJECTIFS ET
TRAVAUX DE THESE
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Objectifs

Le maintien de I'homéostasie glucidique est un phénoméne complexe et
finement régulé, impliquant de trés nombreux acteurs. Dans ce cadre s’établit
une véritable communication inter-organes via des messages nerveux et/ou
endocriniens qui moduleront les activités respectives de ces différents organes

afin de maintenir 'homéostasie glucidique.

L’objectif général de ce travail de thése était de s’attacher a étudier les
communications établies entre les organes périphériques et
I’hypothalamus dans le cadre de la régulation de ’lhoméostasie glucidique
en conditions physiologigues mais également dans des conditions
physiopathologiques, a travers l'implication de deux acteurs différents

que sont I'apeline et le monoxyde d’azote.

Pour cela, nous nous sommes dans un premier temps intérressés a la
détermination possible d’'une communication établie entre le tissu adipeux et
I'hypothalamus a travers I'étude du réle central de I'apeline dans le contréle du
meétabolisme glucidique. Par la suite, nous avons également étudié I'altération
dans un modéle d’obésité de la communication établie par lintestin avec
I'hypothalamus dans le cadre de la détection du glucose au niveau intestinal en
nous concentrant sur un acteur majeur de cette communication qu’'est le

monoxyde d’azote.
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Article 1: L’apeline centrale contrbéle ’lhoméostasie glucidique chez la

souris par un mécanisme impliguant le NO

1) Introduction

Au début de ce travail de doctorat, plusieurs études avaient mis en évidence un
lien entre l'apeline périphérique et le métabolisme énergétigue. Dans ce
domaine, il avait notamment été mis en avant un lien réciprogue entre l'apeline

478 ot les travaux d’Higuchi et al *®® avaient montré une diminution de

et l'insuline
l'adiposité résultant d’'une dépense énergétique augmentée suite a un
traitement chronique a l'apeline. Par la suite, plusieurs travaux de notre équipe
ont renforcé ce lien. En effet, une premiere étude avait mis en évidence que
'apeline était un peptide produit et sécrété également par le tissu adipeux,
caractérisant ainsi I'apeline comme une nouvelle adipokine “°*. Des travaux

menés par Attané et al *®

ont par ailleurs montré la capacité de l'apeline a
augmenter I'oxydation compléte des lipides via une mitochondriogénése et une
activité mitochondriale augmentée au sein du muscle squelettique. Concernant
le métabolisme glucidique, notre équipe avait finalement montré que I'injection
périphérique d’apeline permettait de diminuer la glycémie de souris saines mais
aussi de souris obéses et diabétiques, et ceci par une voie indépendante de

471 Ces effets de I'apeline sur la glycémie de souris obéses et

l'insuline
diabétiques montrent qu’il ne s’établit pas de résistance périphérique a
'apeline. Compte tenu de ces effets bénéfiques, de 'augmentation des taux
d’apeline observée chez les obéses et du développement de perturbations de la
glycémie en condition d’obésité, cela suggére l'existence de perturbations

centrales.

Au niveau central, plusieurs études avaient montré un effet sur la prise
alimentaire mais se sont révélées contradictoires, I'effet semblant dépendre de
la dose et du modéle animal utilisé “***%®. Dans une de ces études, menée par

Clarke et al %8

, les auteurs rapportaient également une diminution des taux
circulants d’insuline en réponse au traitement icv a I'apeline. En dehors de ces
données, tres peu de choses étaient connues concernant les effets de I'apeline
centrale sur des parametres importants du métabolisme glucidique tels que la

glycémie a jeun, la tolérance au glucose ou encore la sensibilité a I'insuline.
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Pour répondre a ces questions, nous avons tout d’abord injecté la forme
pyroglutaminée de 13 acides aminés de l'apeline a différentes concentrations
dans le ventricule latéral droit de souris saines dans des conditions nourries et
a jeun. Cette premiere expérience a permis de sélectionner 2 concentrations
ayant des effets opposés sur I'évolution de la glycémie. Les effets de chacune
de ces doses sur le métabolisme glucidique ont alors été étudiés en détail.
Ainsi, I'injection icv d’'une faible dose d’apeline (2ul a 10pM) était sans effet
chez des souris préalablement soumises a un jedne court mais permettait, en
revanche, de diminuer la glycémie de souris en condition nourrie. Par ailleurs,
la tolérance au glucose et a l'insuline de ces animaux était augmentée par le
traitement. En revanche, l'injection icv d’'une plus forte dose d’apeline (2ul a
20nM), correspondant a la moitié de la quantité d’apeline présente dans un
hypothalamus de souris, était sans effet en condition nourrie mais entrainait
dans des conditions de jeline une hyperglycémie associée a une diminution de

la tolérance au glucose et une diminution de la sensibilité a I'insuline.

Ayant alors montré une réelle implication de [l'apeline centrale sur le
métabolisme glucidique, nous avons voulu par la suite étudier ses effets dans
un modeéle physiopathologique de diabéte et d’obésité en réalisant nos
injections icv chez des souris soumises a un régime obésitogene et
diabétogéne durant une période de 3 mois. Dans ce modeéle, seuls les effets
« déléteres » associés a linjection icv d’une forte dose d’apeline étaient
conservés. Cette observation suggérait donc que ces différents effets de
I'apeline centrale soient relayés par des acteurs moléculaires différents, et que
'agent permettant la mise en place des effets « bénéfiques » de l'injection icv
d'une faible dose d’apeline était altéré dans un modele physiopathologique.
Dans ce cadre, grace a des approches in vivo pharmacologiques et génétiques
et une méthode originale de détection ampérométrique en temps réel menée ex
vivo, nous avons pu impliquer le monoxyde d’azote dans la mise en place des
effets « bénéfiques » et montrer son dysfonctionnement chez des souris obéeses
et diabétiques, expliquant donc la disparition de ces effets dans un modéle

physiopathologique.
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Central Apelin Controls Glucose Homeostasis
via a Nitric Oxide-Dependent Pathway in Mice
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Abstract

Aims: Apelin and its receptor have emerged as promising targets for the treatment of insulin resistance. Indeed,
peripheral administration of apelin stimulates glucose utilization and insulin sensitivity via a nitric oxide (NO)
pathway. In addition to being expressed on peripheral metabolically active adipose tissues, apelin is also found
in the brain. However, no data are available on the role of central effects of apelin on metabolic control. We
studied glucose metabolism in response to acute and chronic intracerebroventricular (i.c.v.) injection of apelin
performed in normal and obese /diabetic mice. Results: We demonstrate that i.c.v. injection of apelin into fed
mice improves glucose control via NO-dependent mechanisms. These results have been strengthened by
transgenic (eNOS-KO mice), pharmacological (L-NMMA icv. treated mice), and real-time measurement of NO
release with amperometric probes detection. High-fat diet-fed mice displayed a severely blunted response to
i.cv. apelin associated with a lack of NO response by the hypothalamus. Moreover, central administration of
high dose apelin in fasted normal mice provoked hyperinsulinemia, hyperglycemia, glucose intolerance, and
insulin resistance. Conclusion: These data provide compelling evidence that central apelin participates in the
regulation of glucose homeostasis and suggest a novel pathophysiclogical mechanism involved in the transition
from normal to diabetic state. Anbioxid. Redox Signal. 15, 1477-1496.

Introduction

‘Ewrlw YEAR THE NUMBER of described adipokines continues Innovation
to grow (1) Their roles in physiological and physiopatho-

logical systemns, including the development of metabolic syn-
drome, are well documented (28). Apelin is one of few
adipokines whose expression pattern, and that of its copnate
receptor (AT}, include peripheral tissue and central neurons (7,
11). Dering the last years, mumerous studies have demonstrated
a clear relation between energy metabolism and peripheral
apelin action (12, 17, 19). Under normal conditions, a positive
correlation is observed between plasma apelin and insulin levels
during the fasting-to-fed transition (3, 18, 42). Under patho-
physiological conditions, the peripheral apelinergic system
seems to be deregulated, While some researchers found that

Although apelin is expressed in hypothalamic neurons,
nothing is known concerning its central effect in the control
of glucose homeostasis. We demonstrate that apelin can
modify hypothalamic neuron activity via an NO pathway
and then control peripheral glycemia. Our results clearly
show that central apelin has dose-dependent and pleio-
tropic effects depending on the nutritional state, Despite its
beneficial effect observed at a low-dose level on glucose
homeostasis, we suggest that a high dose of central apelin
could be considered as a novel candidate for the transition
from normal to diabetic state,
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FIG. 1. Dose response of acute i.c.v. apelin injeclion on peripheral glycemia in fasted and fed state. (A} Effects of 10 pM
and 100 pM apelin f.cv. injected (=17 and 6, respectively) on blood glucese in fasted normal chow (NC) WT mice compared
to aCSF injected fasted NC WT mice (NC; n=18); **p < 0,001, NC vs. NC apelin 100 pM following one-way ANOWVA analysis
followed by Dunnett’s post-hoc test. (B) Effects of 5nM, 20 nM, and 50 nM apelin i.c.v. injected (1 =6, 6, and 8, respectively) on
blood glucose in fasted NC WT mice compared to aCSF injected fasted NC WT mice (n=8); *p<0.01, NC vs. NC apelin
S0 nM and ***p <0001, NC vs. NC apelin 20nM following one-way ANOVA analysis followed by Dunnett’s post-fioc test. (C)
Effects of 10 pM and 100 pM apelin i.c.v. injected (n=15 and 8, respectively) on blood glucose in fed NC WT mice compared
to aCSF injected fed NC WT mice (= 10). ***p< 0.001, NC vs. NC apelin 10 pM following one-way ANOVA analysis followed
by Dunnett's post-hoc test. (D) Effects of SnM, 20nM, and 50nM apelin i.cv. injected (NC; n=10, 8, and 6, respectively) on
blood glucose in fed WT mice compared to aCSF injected fed WT mice (NC; n=8). Results are the mean+SEM.

levels of plasma apelin in human and mice are increased in
obesity, diabetes (18, 42), and in insulin resistance (12), other
studies demonstrate that plasma apelin is reduced in type 2
diabetes patients (14). Recently, we have demonstrated that
acute intravenous (iv) apelin decreases glycemia and increases

glucose utilization in the whale body of mice fod normal chow
(NC) by stimulating glucose uptake, especially in skeletal
muscles via an AMPK and endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) dependent pathway (12). Also, in high-fat diet (HFD)
induction of insulin-resistant mice; apelin improves glucose

.

FIG. 2. Brain low-dose (LD) apelin controls glucose homeostasis in NC wild-type (WT) mice. (A) Effect of acute Lo,
injection of LD apelin {n=17) on blood glucose in fasted NC WT mice compared to aCSF injected fasted NC WT mice (n=18),
The adjacent bar graph represents the average area under the curve (AUC). (B) Time course insulinemia evolution before and
after i.cov. injection of LD apelin (Wack, n=5) or aCSF (wdite, n1=5) in another set of fasted NC WT mice. (C) Effect of i.cv,
injected LD apelin on blood glucose (r=15) in fed NC WT mice compared to aCSF injected fed NC WT mice (n=15). The
adjacent bar graph represents the average AUC, *p<0.05, (D) Time course insulinemia evolution before and after i.c.v. injection
of LD apelin (black, n=6) or aCSF (white, n=5) in another set of fed NC WT mice. (E) OGTT in 6-hour-fasted NC WT mice
i.c.v. injected with LD apelin (n=10) or aCSF {n=11). The adjacent bar graph represents the average AUC; *p <0.05. Two-way
ANOVA followed by t-test post hoe reveals time ("p < 0.001) and treatment ('p < 0.001) effects. (F) OGTT-associated insulinemia
in 6-hour-fasted NC WT mice i.cov. injected with LD apelin (black, n=10) or aCSF (white, n=11). (G) ITT in é-hour-fasted NC
WT mice i.ev. injected with LD apelin (n=9) or aCSF (n=12); "p<0.05, *p<0.01. Two-way ANOVA followed by -test post
hoe veveals time ("p<0.001) and treatment (*p<(.01) effects. (H) Tumover (TO), hepatic glucose production (HGP), glucose
infusion rate (GIR), glycolysis (Glyeol), and glyeogen synthesis (Gln Synith) obtained during an cuglyeemic hyperinsulinemic
clamp in 6-hour-fasted NC WT mice i.c.v. injected with LD apelin {n =6} or aCSF (1 =5). Results are the mean 2 SEM.
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APELIN CONTROLS HYPOTHALAMIC NITRIC OXIDE
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tolerance and insulin sensitivity (12), suggesting a potential
compensatory role of the high levels of apelin observed in obese
subjects. In keeping with these data, apelin KO mice are hy-
perinsulinemic and insulin resistant (49). Altogether, these data
support a role for apelin in the control of glucose homeostasis.

The receptor AP] is expressed in several hypothalamic struc-
tures (10, 32, 33), including major targets of hormonal, nervous,
and metabolic signals (22) that can modify hypothalamic activity.
Apelinergic neuronal cell bodies are located in the preoptic ne-
gion, the hypothalamic supraoptic and paraventricular nuche,
and at highest density in the arcuate nucleus (33). Apelinergic
nerve fibers are also found in hypothalamic structures including
the ventromedial and dorsomedial hypothalamic nuclei (VVIH,
DM, arcuate nucleus (ARC), and median eminenoe (33), Inter-
estingly, intracerebroventricular (i.c.v.) insulin injection has been
shown to madify two major peripheral apelin signaling media-
tors, AMPK (31) and eNOS (5}, leading to an increase in
peripheral glucose utilization. Although the localization of ape-
linergic neurons is well documented, the role of brain apelin/ APJ
system on glucose metabolism remains unknown.

The objective of this study was to investigate the role of brain
apelin in the control of whole body glucose homeostasis. Using,
acute Lov. injection, we show that central apelin controls pe-
ripheral glycemia, insulin secretion, and glucose and insulin
tolerance in mice, Using amperometric nitric oxide (NO) real-
time measurement in the hypothalamus, pharmacological and
transgenic approaches, we demonstrate that the beneficial effects
of Lewv. apelin are mediated through a NO-dependent signaling
pathway that is altered in both HFD obese/diabetic mice and
after administration of an acute high dose of i.cv. apelin. In
accordance with these data, we show that chronic i.c.v. perfusion
of a high dose of apelin triggers the onset of metabolic alterations
associated with type 2 diabetes, including a decrease in insulin
tolerance. Thus, our data provide novel insight into the role of
apelin in the central regulation of glucose homeostasis, and
identify apelin as a novel central factor mediating the transition
from a normal o insulin resistant state at high levels.

Results

Dose-response effect on glycemia in response to lo.v.
apelin in fasted or fed mice

Several hormones, such as the incretin glucagon-like peptide
1, exert their action only in hyperglvoemic but not in cu-
glycemic conditions {4). Based on this physiological finding, we
speculate that apelin may exert an effect depending of the nu-
tritional state. In accordance with this hypothesis, we found
that high-dose of i.cv. apelin increased glyveemia in the fasted
state (Figs. 1A and 1B) but not in the fed state (Figs, 1C and 1D).
At the opposite, low-dose of i.c.v. apelin had no effect on fasted
state (Fig. 1A), but decreased glycemia in fed conditions (Fig.

DUPARC ET AL.

1C). Two doses (2 pl of 10 pM comesponding to 20,107 fmol, or
2l of 20nM corresponding to 40 frnol) were selected for this
study in respect to their effects on glycemia (Fig. 1). The first
one {called “low-dose (LIN" in the text) was selected for its
effect on fed glycemia, whereas the second one (called “high-
dose (HD)Y") for its fasted hyperglycemic effect. The high dose
(HIY) of apelin (2l of 20nM) corresponds approximately to
half the quantity of total tissue apelin found in C57bl6 mouse
hypothalamus (7414 fmoles per hypothalamus). These doses
of apelin-13 injected iv did not modify blood glucose or insulin
concentration (unpublished personal data).

Effect of acute i.c.v. LD apelin injection
on peripheral glucose metabolism in physiclogical
and pathophysiological conditions

In the fasted state, Lov. LD apelin injection did not signifi-
cantly affect glycemia (Fig. 2A) and insulinemia (Fig. 2B). In the
fed state, icv. LD apelin induced a significant decrease in gly-
cemia from 60 o 210min (Fig. 2C), without altering insulin
profiles (Fig, 203). Further, LD apelin treatment significantly
improved glucose tolerance in response to an oral glucose
bolus (Fig. 2E). In keeping with the measures made during
the fed state, insulin levels remained unchanged (Fig. 2F).
Then, we performed an insulin tolerance test (ITT) at su-
praphysiological insulin dose (1 mU/g) and found that i.c.v.
LD apelin-treated mice were more insulin tolerant com-
pared to control (Fig. 2G). Nevertheless, cuglycemic hyper-
insulinemic clamp studies performed at physiological
insulin levels (2.5mlU/kg/min) did not show any modifi-
cation of the peripheral insulin sensitivity. Indeed, no
maodification of glucose turnover, hepatic glucose produc-
tion, glucose infusion rate, glyeolysis and glycogen synthesis
(Fig. ZH) were observed in i.c.v. LD apelin-treated mice.

Given that during obese/diabetic states, resistance to cen-
tral regulators of metabolism is often observed (30), we per-
fused icv. LD apelin in HFD obese/diabetic mice. In the
fasted state, i.c.v. LD apelin injection did not moedify glycemia
(Fig. 3A) and insulinemia (Fig. 3B). The potential improve-
ment of glucose homeostasis of Lev. LD apelin was com-
pletely abolished in HFD conditions. Indeed, fed glycemia
{Fig. 3C) and insulinemia {Fig. 3D), glucose tolerance (Figs. 3E
and 3F) and insulin tolerance (Fig. 3G) of HFD i.cv. treated
LI apelin mice were similar to HFD control mice.

Circadian variations of plasma apelin levels
in NC and HFD mice

We observed that i.cv. LD apelin failed to improve glu-
cose homeostasis parameters in HFD mice, One explanation
for this result could be that hypothalamus, a circumven-

.

FIG. 3. Loss of beneficial effects on glucose homeostasis of acute L.ev, LD apelin in HFD mice. (A) Effect of acute Loy,
injection of LD apelin (=10} on blood glucose in fasted HFD WT mice compared to aCSF injected fasted HFD WT mice
(n=9). The adjacent bar graph represents the average AUC. (B) Time-course insulinemia evolution before and after icv
injection of LI apelin (Back, n=7) or aCSF (white, n=6) in another set of fasted HFD WT mice. (C) Effect of acute ic.v.
injection of LD apelin (1 =8) on blood glucose in fed HFD WT mice compared to aCSF injected fed HFD WT fed (u=6). The
adjacent bar graph represents the average AUC. (D) Time course insulinemia evolution before and after acute i.c.v. injection of
LD apelin (Mack, n=7) or aCSF (white, n==6) in another set of fed HFD WT mice. (E) OGTT in 6-hour-fasted HFD WT mice
i.c.v. injected with LD apelin (n=9) or aCSF (n=10). The adjacent bar graph represents the average AUC. (F) OGTT-associated
insulinemia in 6-hour-fasted HFD WT mice v, injected with LD apelin (Wack, n=9) or aCSF (white, n=10). (G) ITT in &-
hour-fasted HFD WT mice i.c.v. injected with LD apelin {n =7} or aCSF (n=8). Results are the mean £ SEM.
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FIG. 4. Circadian plasma apelin variations are altered in HFD mice. (A) Circadian plasma apelin variations in NC WT
mice (n=3). All data were compared to 8 hour. ;qul}"':u vs. 8 hour following one-way ANOVA analysis followed by
Dunnett’s post-hoe test. (B) Circadian plasma apelin variations in HFD WT mice compared to NC WT mice iu =5). **p <) 001
MNC versus HFD; "p<(L05 vs. 8 hour following one-way ANOVA analysis, followed by Dunnett’s post-hoc test. {C) Circadian
plasma insulin variations in NC WT mice (n=5). (D) Circadian plasma insulin variations in HFD WT mice compared to NC
WT mice (n=5); *p=0.05, *p<0.01, and ***p=0.001 NC versus HF[). Results are the mean £ SEM.

tricular structure where the blood-brain barrier displays
physiological modifications (35), may be differentially
stimulated by circulating apelin. In accordance with this
hypothesis, we measured circadian variations of plasma

supports the hypothesis that high levels of plasma apelin
could contribute to brain neuronal alterations observed in
obese/diabetic state.

apelin levels in physiological and physiopathological states.
Plasma apelin levels in NC mice followed a circadian rhythm
with an increase during the dark period (corresponding to
the fed period) (Fig. 4A). In contrast to NC mice, HFD mice
showed a deregulation of this rhythm since apelin plasma
levels increased significantly during the entire day (Fig. 4B).
As expected, plasma insulin levels follow a similar profile to
those of apelin (Figs. 4C and 4D). This set of experiments

Effect of acute i.c.v. of HD apelin injection on peripheral
glucose melabolism in physiclogical
and physiopathological conditions

As HFD mice showed altered circadian plasma apelin
concentrations, we speculated that HD apelin could modify
the physiological response of the brain. Acute i.c.v. HD apelin
increased peripheral glveemia (Fig. 5A) and insulinemia (Fig.

P
»

FIG. 5. Acute i.c.v. injection of high-dose (HD) apelin alters glucose metabolism. (A) Effect of acute i.c.v. injection of HD
apelin (n=6) on blood glucose in fasted NC WT mice compared to aCSF injected fasted NC WT mice (1= 18), The adjacent bar
griaplht represents the average AUC; *p <005, **p<0.01. (B) Time course insulinemia evolution before and after i.c.v. injection
of HD apelin (hatched, n=5) or aCSF (white, n=5) in another set of fasted NC WT mice; *p<0.05, **p<0.01. (C) Effect of acute
i.cv. injection of HD apelin {(n=6) on blood ghlmw in fed NC WT mice compared to aCSF injected fed NC WT mice (n=8).
The adjacent bar graph represents the average AUC; *p<0.05, **p <0.01. (D) Time course insulinemia evolution before and after
i.cv. injection of HD apelin (hatched, n=5) or aCSF {white, n=5) in another set of fed NC WT mice; *p <005, **p<0.01. (E)
OCTT in 6-hour-fasted NC WT mice i.c.v. injected with HD apelin {(n=7) or aCSF (1 =11). The adjacent bar graph represents the
average AUC. (F) OGTT-associated insulinemia in 6-hour-fasted NC WT mice i.cov. injected with HID apelin (hatched, n=
aCSF (wihite, n=11); *p <005, (G) ITT in 6-hour-fasted NC WT mice i.c.v. injected with HD apelin {n=12) or aCSF (n=12). (H)
Turnover (TO), hepatic glucose production (HGP), glucose infusion rate (GIR), glycolysis (Glycol), and glycogen synthesis
(Gln Synth) obtained during an euglveemic hyperinsulinemic clamp in 6-hour-fasted NC WT mice i.cv. injected with HD
apelin {n=6) or aCSF (n=5); "p<0.05, *p<0.01. Results are the mean £5EM.
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5B) in fasting normal mice. No significant variation of glyce-
mia (Fig. 5C} and insulinemia {Fig. 5D) were observed in the
fed state in response to L.ev. HD apelin, Glucose tolerance was
not maodified in i.cv. HD apelin treated mice compared to
control (Fig. 5E), but was associated with a significant increase
in insulinemia (Fig. 5F), suggesting a moderate insulin resis-
tance state, Besides the fact that we did not observe any
modification of the insulin tolerance upon supraphysiclogical
insulin administration during I[TT (Fig. 5G). euglyoemic hy-
perinsulinemic clamp performed at physiological insulin dose
confirmed that i.ev. HD apelin promotes insulin resistance.
Indeed, ic.v. HD apelin decreased whole-body insulin sen-
sitivity, as shown by the reduced glucose infusion rate and
glucose tumover. This phenomenon was associated with a
lower glycogen synthesis (Fig. 5H), whereas the other pa-
rameters were not affected. Because plasma apelin levels
were increased during obesity and since we observed that
injection of icv. HD apelin induced hyperglycemia and
hyperinsulinemia in NC mice, we investigated the effect of
HD apelini.c.v. injection in a HFD diabetic/ obese mice model
(12}. In response to HD apelin, glycemia was significantly
increased during fasting (Fig. 6A) without modification of
insulinemia (Fig. 6B). Fed glycemia/insulinemia (Figs. 6C and
6D, glucose /insulin tolerance (Figs, 6E—6G) were not modi-
fied by acute i.c.v. HD apelin in HFD mice.

Variation of c-Fos expression in the hypothalamus
in response to acule apelin injection

Modifications of glycemia/insulinemia in response to
acute i.c.v. apelin varied according to the injected dose and
the nutritional state, raising the possibility that distinct hy-
pothalamic regions were responsible for these effects. To test
this hypothesis, we measured c-Fos expression in three
major hypothalamic regions implicated in glucose metabo-
lism under the previously tested conditions (22). Le.v. bolus
injection of LD apelin significantly increased c-Fos expres-
sion in the VMH and DM under fasting conditions, and only
in the DM in the fed state in NC mice (Figs. 7A and 7B). ¢-Fos
expression is significantly increased in the VMH and de-
creased in the ARC of HD apelin-treated mice in the fasted
state (Fig. 7A). Lev. bolus injection of HD apelin did not
modify e-Fos expression in studied hypothalamic regions
(Fig. 7B). These data suggest that beneficial vs. deleterious
effects of apelin may be explained by differential activation
of hypothalamic regions. Thus, high quantity of apelin in the
hypothalamus may be a crucial element to the establishment
of a diabetic state.

DUPARC ET AL.

Hypothalamic NO as a potential target to brain LD apaiin

Given that hypothalamic NO is implicated in the control
of glucose homeostasis (36) and NO is a major effector of
apelin signaling in the periphery (12}, we measured real-
time MO release ex vive in the hypothalamus in response to
LD apelin, Mo significant variation on NO release was ob-
served in hypothalamic slices removed from fasting animals
(Fig. 8A). Delta variation of NO release from basal are
similar to that observed previously (16). In fed state, LD
apelin rapidly increased NO release from hypothalamic
slices from 2 to 15 minutes (Fig. 8B). On hypothalamic ex-
plants, HD apelin did not increase NO release in fasting
conditions (Fig. 8C), and failed to increase continuously NO
release during the 20 minutes of the experiment in fed states
as opposed to LD apelin (Fig. 8D). To explain such differ-
ences according to the nutritional state and apelin concen-
trations, we studied variations of eNOS expression on ex
vive hypothalamus stimulated by either LI} or HD apelin,
Contrary to HD apelin, which did not modify the ratio of
phospho/total eNOS expression in all experimental condi-
tions (Figs. BE and 8F), LD apelin increased the active
phosphorylated form of eNOS in fed (Fig. 8F) but not in
fasted state (Fig. 8E). These resulls suggest that NO release
from stimulated-LD apelin hypothalamus  implicated an
increase of eNOS activity. As we observed in HFD mice that
1} beneficial effect of LD apelin was impaired and, 2) hy-
pothalamic eNOS pathway was seriously blunted in path-
ophysiological conditions (6), we studied the impact of LI
or HD apelin on NO release from hypothalamic slices taken
from HFD fed mice. Mo significant variation on NO release
was observed in response to LD or HD apelin in fed state
(Figs. 8G and 8H), and similar results were obtained in
fasted conditions (data not shown).

Altogether these results suggest that obesity and insulin-
resistant state participate to the disruption of the apelin-NO-
dependent hypothalamic response,

Effect of acute i.c.v. LD or HD apelin on peripheral
glucose metabolism in total eNOS KO and L-NMMA
ie.v, control Ireated mice

T address the dependence of the observed central apelin
effects on the generation of NO, we repeated the above ex-
periments in total eNOS KO mice. All beneficial effects of
apelin on glucose homeostasis were lost in eMNOS KO mice,
including glucese tolerance (Figs. 9A and 9B) and fed glyce-
mia (AUC: eMNOS KO Control=2248+149 vs. ¢MNOS KO
Apelin=2055+12.3). ¢NOS KO mice perfused with v, NO
donor did not present modification of glucose tolerance {ex-

-

FIG. 6. Persistent hyperglycemic effect of L.e.v. HD apelin on glucose homeostasis in HFD mice. (A) Effect of acute Loy,
injection of HD apelin {(n=6) on blood glucose in fasted HFD WT mice compared to aCSF injected fasted HFD WT mice
(n=5). The adjacent bar graph represents the average AUC; *p<(L05, **p<0.01. (B} Time course insulinemia evolution before
and after i.c.v. injection of HD apelin (hatched, n=6) or aCSF (wwhite, n=6) in another set of fasted HFD WT mice. (C) Effect of
acute Lewv. injection of HD apelin (n=6) on blood glucose in fed HFD WT mice compared to aCSF injected fed HFD WT mice
(n=8). The adjacent bar graph represents the average AUC. (D) Time course insulinemia evolution before and after ic.v.
injection of HD apelin (flatched, n=6) or aCSF (white, n =6) in another set of fasted HFD WT mice. (E) OGTT in 6-hour-fasted
HFD WT mice i.c.v. injected with HD apelin {n=8) or aCSF {n =10). The adjacent har graph represents the average AUC. (F)
O TT-associated insulinemia in 6-hour-fasted HFD WT mice icov. injected with HD apelin (hatched, n=8) or aCSF (ofite,
n=10). (G} ITT in 6-hour-fasted HFD WT mice i.c.v. injected with HD apelin {n=8} or aCSF (n=8). Results are the mean
SEM.
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cept a slight decrease of glycemia at t60 and %0 following
SMAP fewv. administration in ¢NOS KO mice) (Fig. 9A) as-
sociated with a drastic increase in insulin release (Fig. 9B}
This suggests that 1) the lack of response to LD apelin could be
atleast in part due to the absence of a functional hypothalamic
eMNOS, and 2) insulin resistance is one major characteristic of
eNOS KO mice (37). In accordance with these findings,
pharmacological blockade of NOS using L-WMMA adminis-
tration in wild-type mice completely abolished the beneficial
effects of apelin observed on glucose homeostasis (Figs. 9C
and 90}, Then we found that LD apelin did not increase NO
release from ex vive hypothalamus taken from eNOS KO mice
(Fig. 9E} or from ex vive control hypothalamus incubated with
L-NMMA (Fig. 9F).

As we observed that beneficial effect of LD apelin on fed
glycemia in NC mice requires a functional hypothalamic
NO pathway as opposed to HD apelin, we investigated the
effect of HD apelin in eNOS KO mice or L-NMMA icy.
treated normal NC mice. In fed eNOS KO mice, icv. HD
apelin increased  peripheral glycemia (Fig. 9G) without
modification of plasma insulin (15.7+4.0 vs. 22.9+6.0 xU/
ml. at t30; 98417 va, 14344250/ ml at t15; 7.641.4 vs.
1174300/ mL at £0120; control vs HD apeling n=12 vs.
n=6, respectively). Glucose and insulin tolerance were not
modified by acute Lev. HD apelin in eNOS KO mice and
NO release in fed conditions was unchanged (data not
shown). This suggests first that the hyperglycemic effects are
NO-independent, and second, that in the fed state basal
hypothalamic NO is sufficient to counteract the hypergly-
cemic effects of HD apelin in normal mice, Importantly, and
in agreement with measurements made in the eNOS
KO mice, HD apelin moderately increased peripheral gly-
eemia in L-NMMA Lev. treated fed mice (Fig. 9H) without
modification of plasma insulin {10.2£2.3 vs, 51407 yU/mL
at t30; 83+14 vs. 8321540 /mL at t15; 57+1.0 wvs
9.3+ 1.6 ull/ml at t120; control v HD apelin; n=5 vs. n=11,
respectively), corroborating the existence of a second, dis-
tinct NO-independent pathway mediating the HD apelin
effects. All other parameters (glucose/ Insulin tolerance, NO
release in fed conditions) were not modified by acute icv.
HD apelin (data not shown).

Effect of i.c.v. chronic HD apelin injection on paripharal
glucose matabaolism in physiological conditions

Marked elevations in the circulating concentrations of in-
sulin and leptin are considered hallmarks of the obese and
diabetic condition. Diet-induced obese mice exhibit a parallel
and marked increase in plasma apelin and obese /diabetic
state was associated with a chronic administration of apelin
(Fig. 4). In order to assess the potential effects of a continuous
priming of apelin in the brain, we assessed the effect of a
Zeweek continuous ic.v. HD apelin perfusion on glucose ho-
meostasis parameters, Body weight (2600404 vs. 264 £03 g
at week 1; 26.5+04 vs, 264204g at week 2, control vs
chronic HD apeling n=6 vs. n=7, respectively) and food in-
take (13.9204 vs. 142202 keal/day/mouse at week 1;
15.740.3 vs. 16.1 £0.6 keal fday / mouse at week 2, control vs
chronic HD apelin: n=6 vs. n=7, respectively) did not vary in
chronic HD apelin-treated mice, In fasted state, glycemia and
insulinemia significantly increased at week 2 of chronic HD
apelin treatment (Figs. 10A and 10B). Fed glvoemia and in-

DUPARC ET AL.

sulinemia did not change during the 2-weeks of experiment
(Figs. 10C and 10D), corroborating the acute cffect previously
observed on fed state, Mice treated with HD apelin showed a
significant decrease in insulin tolerance compared to control
mice (Fig, 10F), reinforcing the negative impact of HD apelin
in the brain.

Discussion

The brain, and more precisely the hypothalamus, is per-
haps the primary orchestrator of whaole body fuel sensing (26).
We demonstrate here for the first time that hypothalamic
apelin controls glucose homeostasis in physiological and
physiopathological states. The beneficial effects of LD apelin
in the hypothalamus are NO dependent, as opposed to HD
apelin, In fact, our results exhibit a dose-dependent diver-
gence in net metabolic consequence. Thus, our data suggest
elevated hypothalamic apelin as a potential mediator of the
diabetic state (Fig. 11).

One of the major peripheral effectors of apelin function is
eMNOS. The apelin/eNOS axis is represented in numerous
physiological processes including vascular functions (45, 50)
and peripheral glucose utilization (12), and not surprising
perturbation of the axis is associated with both hyperten-
sion and diabetes, respectively. Using pharmacological and
transgenic approaches, we demonstrate that NO is implicated
in hypothalamic LD apelin-driven signaling effects. The ob-
served NO release measurements (nanomolar concentrations)
lie within the physiological range and are consistent with
previously published functions of NO (29). Consistent with
the observed effects, both constitutively expressed forms of
NOS (nNOS and eNOS) are found in the hypothalamus. Also,
both forms have previously been shown to be capable of
modulating the central tone of glucose homeostasis (6, 16).
Here, we demonstrate that beneficial effect of icv. LD apelin
implies an increase phosphorylation of eMNOS only in fed
conditions. Moreover, our finding that eNOS KO mice do not
respond to iev, LD apelin supports a dominant role for the
eNOS isoform in the apelin-driven effects. We cannot rule out
the fact that one characteristic of eNOS KO mice is to present a
clear insulin-resistant state and the absence of Lev. LD apelin
effect could be related to peripheral disturbance, Conversely
to this hypothesis, eMNOS KO mice are still able to response to
icv. SNAP by an increase in insulinemia as previously ob-
servied ina rat model in which hypothalamus is stimulated by
intracarotid NO donor (27). In spite of a lack of clear ame-
lioration of glucose tolerance, eNOS KO mice present a more
rapid return to normal glycemdia (from 60 to t120, Fig. 9A) All
these data suggest that the brain of eNOS KO mice can re-
sponse ko NO donor with peripheral physiological changes.
We can speculate that these modifications can be amplifying
in response to higher (supraphysiological) doses of icwv.
NO donor.

Interestingly, when challenged with HD central apelin,
both eMNOS KO and L-NMMA treated mice present an in-
crease in glycemia in the fed state. These findings suggest that
a basal tone of NO in the hypothalamus is crucial for the
maintenance of a physiological glycemia, and NO from en-
dothelial origin is implicated in the hypoglyveemic cffect of
apelin. This hypothesis is supported by the work of Shankar
et al. (36) demonstrating that i.cv. L-NMMA injection in the
rat increases insulin resistance. Finally, ex vive hypothalami
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treated with HD apelin did not exhibit increased NO release
throughout the 20 minutes of exposure, suggesting that HD
apelin activates inhibitory signals for NO. In contrast to LD
apelin, we hypothesize that HD apelin may decrease NO re-
lease in hypothalamic explants, as observed with leptin on
pituitary cells (25). This hypothesis supposes that high levels
of hypothalamic apelin are able to stimulate inhibitory factors
of NOS activity such as beta-endorphin (15) or of eNOS co-
factors such as reactive oxygen species (20}, In support of such
a mechanism, we have observed that HD apelin stimulates
hydrogen peroxide release from ex vive hypothalamus (data
not shown). The fact that HD apelin did not increase the
phosphorylation of ¢MNOS in fed conditions as opposed to
LD apelin, further reinforce this hypothesis. An equally
plausible hypothesis would be that the APJ receptor-induced
signaling cascade exhibits desensitization in response to HD
apelin. Indeed, icv. apelin has been shown to induce a
downregulation of the receptor itself in the hypothalamus of
HFD mice (8).

We hypothesized that elevated levels of central apelin
might impair glucose homeostasis since obese/ diabetic mice,
which are sensitive to peripheral apelin (12}, present increased
plasma apelin levels, Both the finding of abolished circadian
apelin regulation in HFD-treated mice (Fig. 4) and that of
chronic apelin triggering insulin intolerance (Fig. 9) are con-
sistent with this hypothesis. Interestingly, the finding that HD
eentral apelin increases blood glucose during fasting (Fig. 5)
suggests a link between central apelin and the control of he-
patic glucose production. Although hepatic glucose produc-
Hon was not significantly modified during the elamp, a link
between central apelin and liver could be suggested since HD
apelin increases blood glucose during fasting, Numerous
studies have implicated the autonomous nervous system in
the central control of liver glucose metabolism. Indeed, he-
patic denervation (48) and electrical stimulation (38) modify
glvecogen liver content. Also, the stimulation of the VMH
produces hyperglycemia by increasing glycogenolysis and
gluconeogenesis (9) which are mediated by sympathetic ef-
ferents, Importantly, the previously described kinetics of
sympathetic gluco-regulation (glycogenolysis within min-
utes; gluconeogenesis within hours) (39-41) clearly fits with
our observabion of two waves of increased glucose release
after HD apelin, While these hepatic gluco-regulatory ef-
fects and the c-Fos staining profiles (Fig. 7) clearly highlight an
activity of apelin at the VMH, the concurrent capacity of
apelin to initiate insulin release suggests the additional in-
volvement of parasympathetic regulation and thus of addi-
tional hypothalamic nuclei (the lateral hypothalamus and
periventricular hypothalamic nucleus), Such a concept could
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explain the dose dependency of apelin action and places the
apelin/AF] axis as a novel central regulator of glucose ho-
meostasis. In accordance with this hypothesis, we found that
icv. apelin differentially affects glucose metabolism. LD
apelin improve fed glycemia and glucose tolerance, In fasted
state, LD apelin did not changes glycemia, while supraphy-
siological insulin stimulation increased  insulin tolerance.
To verify this hypothesis, we performed  ecuglyoemic-
hyperinsulinemic clamp studies and did not find any modi-
fication of glucose turnover. Therefore, this suggests that in
the fasted state, the brain cannot adequately respond to LI
apelin as opposed to a hyperglycemic state. Interestingly, HD
apelin markedly increased plasma insulin secretion during
fasted state and oral glucose load. This last observation sug-
gests that HD apelin promotes a moderate insulin resistance
state. Nonctheless, we did not find any changes of insulin
tolerance upon ITT, however, we may not rule out that the
supraphysiological dose of insulin used exceeds the physio-
logical impact of i.cov. HD apelin, thereby jeopardizing the real
assessment of insulin sensitivity. Therefore, we decided to in-
vestigate insulin sensitivity by using the gold standard method,
namely the euglycemic-hyperinsulinemic clamp studies. Im-
portantly, by using this method, we found that HD apelin
administration promotes whole body insulin resistance.
Although i.c.v. apelin controls peripheral glucose homeo-
stasis, chronic i.c.v. perfusion of apelin docs not modify cu-
mulative food intake in our experiment. This result is in
accordance with Taheri ef al, (44) which demonstrates similar
effect in rats. At the opposite, numerous studies implicate
central apelin as a positive (47) or negative regulator (43) of
food intake, Such discrepancies could be explain by injection
process (acute vs, chronic), the dose injected in lateral ven-
tricle (low vs. high) and by the nutritional state (fast vs. fed)
(44). In our study, we demonstrate that LD apelin targets
hypothalamic NO in fed conditions. One of the mechanisms
could be explained by the fact that the hypothalamus needs an
impregnation of peripheral factors (including glucose and for
insulin) to adequately respond to brain apelin via NO. In ac-
cordance with this hypothesis, Becskei et al. (2) demonstrate a
differential expression of ¢-Fos expression in the arcuate mu-
cleus of fasted, chow-refed or ad libiduwm fed mice associated to
variations of plasma hormones concentrations (insulin, leptin,
ghrelin). In this study, the authors also demonstrate that
supplementation of food with macronutrients (protein, fat, or
carbohydrates) may modify e-Fos expression in refeeding
mice, suggesting that the arcuate nucleus represents an im-
portant site in the short-term control of energy intake. How-
ever, the feeding-related factors implicated in the genesis of
the transition from fasted to fed state in the hypothalamus,

FIG. 8. i.cv. LD apelin targets eNOS in the hypothalamus. (A} Ex vive hypothalamic NO release measured by real-time
amperometric detection in fasted NC WT mice after injection of LD apelin (n=5) or aCSF (n =&). (BY Ex vive hypothalamic NO
release measured by real-time amperometric detection in fed NC WT mice after injection of LI apelin {n=5) or aC5SF (n=8);
*pa005, <001, (C) Ex vive hypothalamic NO release measured by real-time amperometric detection in fasted NC WT
mice after injection of HD apelin {(n=4) or aCSF (n=5). (D)} Ex wivo hypothalamic NO release measured by real-time
amperometric detection in fed NC WT mice after injection of HD apelin (n=6) or aCSF (n=6); *p<0.05. (E) Representative
blots and quantification of eNOS expression (phosphorylated and total forms) in ex oivo hypothalamus of fasted NC mice
incubated with saline, LD apelin, or HD apelin {n=4). (F) Representative blots and quantification of eNOS expression
(phosphorylated and total forms) in ex wipo hypothalamus of fed NC mice incubated with saline, LD apelin, or HD} apelin
(n=4); "p<0.05 (G) Ex vive hypothalamic NO release measured by real-time amperometric detection in fed HFD WT mice
after injection of LI apelin (i =5) or aCSF (n=6). (H) Ex vive hypothalamic NO release measured by real-time amperometric
detection in fed HFD WT mice after injection of HD apelin {n=5} or aC5F (n=6). Results are the mean+5EM.
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and thus contributing to the brain apeling/NO effect during
fed state, remain to be defined. Thus, we can speculate that the
capacity of hypothalamic muclei to respond to apelin varied in
function of numerous parameters, including the nutritional
state as suggested by our o-Fos study in the hypothalamus
and by plasma apelin variations observed during the day.
Such variations of hypothalamic ¢-Fos expression during the
nutritional state and /or apelin levels may have consequence
on avtonomous nervous system activity which could explain
peripheral variations observed on glycemia and insulin re-
lease, Thus, we can speculate that such a medification of hy-
pothalamus activity in our model may have consequences on
glucose homeostasis, and identification of apelinergic neu-
rons and efferent nervous signals implicated in this control
need to be further explored.

This study shows for the first time that centrally injection of
apelin modulates glucose homeostasis. The downstream el
fects are pleiotropic, dose-dependent, and inveolve several
distinct hypothalamic nuclei that link hepatic  glucose
production, insulin release, and centers mediating autonomic
control. Finally, results including generation of a central
apelin-resistant state in vive reveal apelin/AP] as a novel
mechanistic candidate for the transition from normal to dia-
betic states. In fact, potential therapeutic strategies based on
apelin/AF] system have to preferentially target peripheral
apelin effects since they are conserved in HFD mice model
(12). Evaluation of the quantity of iv apelin able to reach the
brain while retaining beneficial peripheral effect on glycemia
will be a major issue for the future clinical relevance of apelin.

Materials and Methods
Mice

Animals were handled in accordance with the principles
and guidelines established by the Mational Institute of Medical
Research (INSERM) and by the local ethical committee of the
IFE-BMT. C57Bl6/ ) mice and mice deficient in endothelial NO
synthase (eNO5-/-) on a C57Bl6 /] background were obtained
from Charles River Laboratory (I"Arbresle, France), Mice were
housed conventionally in a constant temperature (20°-22°C)
and humidity (30%—60%) animal room and with a 12/12h
light/dark eyele (lights off at 7:00 AM) and free access to food
and water through the 24 h period. All injections and experi-
ments were performed in 13-15-week-old males. A group of
male mice was subjected to high fat diet (HFD) containing 20%
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protein, 35% carbohydrate, and 45% fat (SAFE, Augy, Franoe).
HFD-fed mice were followed at regular intervals with measure
of weight and blood parameters (glucose, insulin) until they
wene obese and insulin resistant corresponding to 3 months of
HFD. Experiments were performed on 6 h-fasted or fed mice,
During the time of experiment (3 hours), mice fed overnight
wene placed in a new clean cage without food.

Surgical procedures

For in vive acute and chronic perfusions, an indwelling i.c.v.
catheter (Alzet Brain Ferfusion Kit 3, 1-3mm, Charles River,
0.1 mm lateral, 0.22 mm anteroposterior from the bregma and
L5mm deep) was implanted in anesthetized mice with iso-
flurame (Abbott, Ringis, France). For chronic perfusions, the
i.c.v. catheter was connected to an osmotic mini-pomp { Model
2004, Alzet; Cuperting, CA), as previously described (21).

Acute injections

Apelin.  Bolus injection of 2 ul of [Pyrlapelin-13 {concen-
tration from 10 pM to 50 nM corresponding to 20,10~ fmol to
50 fmol, Bachem, UK), the most active apelin isoform (12), was
injected directly to the i.c.v. catheter completed to 2 pl of ar-
tificial cercbrospinal fluid (aCSF) for treated mice, or 4 gl of
aCSF for control mice, Blood glycemia was measured every
Mmin from —30 to 210min (time 0 corresponding to i.cv.
apelin injection). To limit stress due to accumulation of tail
blood samples, insulinemia was measured at different time
intervals from —30 to 120 min in another set of mice.

NOS inhibitor,  Similar experiments were performed with a
MNOS inhibitor, NG-monomethyl-L-arginine (L-NMMA, Sig-
ma), who was dissolved extemporaneously in aCSF, and then
infused at a concentration of 100 M (2 gl). The L-NMMA in-
fusion was started 30 min before the start of the apelin injection.

Chronic perfusion of apelin

Using an osmotic mini-pump system connected to the lat-
eral ventricle, we measured glucose homeostasis parameters,
as previously described in detail (21). Briefly, the osmotic
mini-pump delivers either aCSF or apelin-13 (high-dose, HD;
2 pl of 20M) over 2 weeks, at a rate of 0.25 pl/h. Fasted / fed
glycemia and insulinemia, body weight, and food intake were
evaluated every week. In a different set of mice, ITT were
performed during the treatment.

FIG. 9. Genetic deletion of eNOS or pharmacological blockade of NOS affects i.c.v. LD apelin but not HD apelin effect
on glucose homeostasis, (A) OCTT in 6-hour-fasted NC eNOS KO mice Lev. injected with LD apelin (1 =7), the NO donor
SMAFP (n="9), or aCSF (n=6). The adjacent bar graph represents the average AUC. (B) OGTT-associated insulinemia in 6-hour-
fasted NC eNOS KO mice icv. injected with LD apelin (Back, n=7), SNAF (halched, n=9), or aCSF (white, n=6); "p<0.05
eMNOS KO SNAP va. eNOS KO Control and **p<(0.01, eNOS KO SNATP vs. eNOS KO LD apelin following one-way ANOVA
analysis, followed by Bonferoni’s post-hoc test. (C) OGTT in &-hour-fasted NC WT mice treated with L-NMMA and icv.
injected with LD apelin (n=7) or aCSF (n=7). The adjacent bar graph represents the average AUC. (D) OGTT-associated
insulinemia in 6-hour-fasted NC WT mice treated with L-NMMA and i.cov. injected with LD apelin {black, n=7) or aC5F
(white, n=7). (E} Ex vive hypothalamic NO release measured by real-time amperometric detection in fed NC eNOS KO mice
after injection of LD apelin (n =6} or aCSF (n=75). (F) Ex vipo hypothalamic NO release measured by real-time amperometric
detection in fed NC WT mice treated with L-NMMA after injection of LD apelin (1 =5) or aCSF (1 =5). (G) Effect of acute i.cv.
injection of HD apelin (n=6) on blood glucose in fed NC eNOS KO mice compared to aCSF injected fed NC eNOS KO mice
(n=11}. The adjacent bar graph represents the average AUC; "p<0.05, (H} Effect of acute i.c.v. injection of HD apelin (n=11) on
blood glucose in fed NC WT mice treated with L-NMMA compared to 2CSF injected fed NC WT mice treated with L-NMMA
(n=18). The adjacent bar graph represents the average AUC; *p<0.05, *'p<0.01. Results are the mean+SEM.

114



ry

3 Conirol 2
B3 Chronic HD Apelin

1 T

3 Contral
E3 Chronic HD Apelin

Insulinemia (pU/ml)

Blood Glucose (mmoll)

(i 3

F

DUPARC ET AL.

FIG. 10. Chronic i.cv. HD
apelin perfusion alters glu-
cose  metabolism in NC
mice. (A) 2 woeeks time-
course blood glucose in fas-
ted NC WT mice with chronic
icv. perfusion of HD apelin

Week 1 Week 2

o

3 Control
B3 Chronic HD Apelin

35

Week 1

ml

Insulinemia (pUfmi)

-
e

Blood Glucose (mmoell) )

ew o o

g 8 & %
-

{hatcled, n=7) or aCSF (white,
n=6); *p=0.05 (B) 2 weeks
time-course insulinemia evo-
lution in fasted NC WT mice
with chronic i.c.v. infusion of
HD apelin (hatched, n=7) or
aCsF (whife, n=8); "p<005.
C) 2 weeks tHme-course
bload glucose in fed NC WT
mice with chronic icv. per-
fusion of HD apelin {futched,
n=7) or aCSF (wihite, n=8).
(D} 2 weeks Hme-course in-
sulinemia evolution in fed

Week 2

Woek 1

Week 2

—a

Blood glucose (% basal) m
$ £ 8 %

L=}

MNC WT mice with chronic
v, infusion of HD apelin
{(hatehed, n=7) or aCSF (tohite,
=6} (E} ITT in 6-hour-fasted
MNC WT mice with chronic
i.ewv. infusion of HD apelin
{(n=6) or aCSF (n=8)
*p=0.05, *p<001. Two-way
ANOVA followed by (t-test
post e reveals  time
("p=0001) and  treatment
("p < 0.001) effects. Results are
the mean £ SEM.

Week 2

15 30

Real-time ampearometric NO measuremants

Mice were decapitated without anesthesia after 6 hours of
fasting or fed conditions. After dissection, hypothalamus
fragment was washed in Krebs-Ringer bicarbonate/ glucose
buffer (pH 7.4) in an atmosphere of 95% 05-5% CO; and then
immersed in Eppendorf tubes containing 400 gl of the same
medium, Each tube contained one hypothalamus. After a
10min recovery period, the spontaneous NO release was
measured at 35°C for 20min by using a NO-specific amper-
ometric probe (ISO-NOPF, 100 um diameter, Smm length,
World Precision Instruments, Aston Stevenage, UK) im-
planted directly in the hypothalamus (13, 16). Apelin-13 or
saline was injected directly in the survival medium {final
concentrations: 10 pM or 20nM). Calibration of the electro-
chemical sensor was performed by the use of different
concentrations of a nitrosothiol donor S-nitroso-N-acetyl-0,L-
penicillamine (SNAP, Sigma), as previously described in de-
tails (16, 24). The concentration of NO gas in solution was
measured in real-time with data acquisition {(Apollo1000,
World Precision Instruments, Aston Stevenage, UK) at a

sampling rate of 10 values/sec. The computer-interfaced
DataTrax? software (World Precision Instruments, Aston
Stevenage, UK) performed data acquisition. Data are ex-
pressed as delta variation of NO release from basal.

Oral glucose tolerance tost

& hour-fasted mice were injected with fev. apelin-13 or
aCSF 120 min before oral glucose (3 g/ kg) loading. Blood was
collected from the tail vein at =30, 0, 15, 30, 45, 60, 90, and
120 min later for determination of glucose levels. Blood was
also collected 30 min before and after 15 min glucose loading
for determination of plasma insulin concentration, as previ-
ously described (21-23). In another set of mice, pharmaco-
logical blockade of NOS was induced by icov. L-NMMA
injection 150 min before apelin treatment, and consequences
on glycemia and insulinemia were measured. In a similar
way, experiments were performed in the presence of the NO
donor SNAP (S-nitroso-N-acety]l-D, L-penicillamine, Sigma)
that was dissolved extemporancously in aCSF, and then in-
fused at a dose of 22.7 nmol in 2 gl completed to 2 ul of aCSF in
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eNOS KO mice, At this dose, Lev. SNAP did not modify
peripheral plasma concentrations of hormones including an-
giotensin [T and vasopressin (34). SNAP infusion was started
120 min before oral glucose (3 2/kg) loading,.

rr

6 hour-fasted mice were injected with Lov. apelin-13 or
aCSF 120 min before intraperitoneal insulin injection (1 mU/
), as previously described (46). Blood was collected from the
tail vein at =30, 0, 15, 30, 45, 60, 90, and 120min later for
determination of glucose levels.

Euglycemic hyperinsulinemic clamp
A femoral iv catheter was implanted 7 days before clamp

studies. Hepaltic glucose production (HGP) and whole body
glucose turnover (TO)} were evaluated by the hyper-
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irsulinemic-euglycemic clamp technique, conducted at a 6-h
fast with a continuous infusion of 25mU/kg '/min '
human insulin (Actrapid) coupled with [3-"H]glucose
(0,33 wCi, PerkinElmer, Boston, MA). 6 hour-fasted mice
were injected with icv. apelin-13 or aCSF before starting
the clamp, as previously described (23). Tail blood glycemia
was obtained at time 0 and every 10 min thereafter to adjust
a variable 20% glucose infusion rate {GIR) to maintain eu-
glveemia  (5-6mM). When  steady-state  was  obtained
{90 min), blood samples (5 pl) were collected every 10 min
for 1h for estimation of plasma glucose specific activity, At
steady state, the rate of glucose appearance (Ra) measured
as=[3-"H[GIR/ glucose specific activity equals the rate of
peripheral  glucose  disposal (Rd) or TO. In insulin-
stimulated conditions (2.5mU/kg ™' /min™'), HGP was ob-
tained by subtracting the GIR (mg/kg ' /min ") to the Rd
previously caleulated: HGP (Ra)=Rd - GIR. The whole-
body glycolytic flux was calculated from the ["H]O accu-
mulated in the plasma during the last hour of the infusions.
The whole-body glycogen synthesis (Gin Synth) rate was
caleulated by subtracting the glyeolytic flux (glycolysis,
glycol) from the glucose turnover rate, For each mouse, the
mean values have been calculated and then averaged with
values from mice from the same group.

Insulin assays

Serum  insulin was measured using an ultra-sensitive
mouse insulin ELISA (Mercodia, Uppsala, Sweden).

Variations of plasma apelin levals

Plasma apelin levels for NC and HFD mice were measured
every 4 hours with a commercially available enzyme-linked
immunoassay (ELISA) kit (Phoenix Pharmaceuticals, Burlin-
game, CA). The sensitivity of the assay was 0.2 ng,/ml and the
intra-assay error was below 5%, The ELISA had 10808 cross-
reactivity with human apelin-12, apelin-13, and apelin-3&.

Quantification of c-Fos expression in the hypothalamus

A bolus injection of 2l of Apelin-13 was performed as
described above. Mice were anesthetized 2h after the injec-
tion, perfused with 4% picric acid buffer and 4% formalde-
hyde. The brain was removed from the skull, postfixed with
the formaldehyde buffer, eryoprotected one night in 20% su-
crose, sectioned, and stained for immunohistochemistry, as
previously described in detail (22).

Waestarn blot analysis

Mice were decapitated without anesthesia after & hours of
fasting or in fed conditions. After dissection, the hypothala-
mus fragment was washed in Krebs-Ringer bicarbonate/
glucose buffer (pH 7.4) in an atmosphere containing 95% Oy
5% C0y and then immersed in tubes containing 400 gl of the
same medivme Each tube contained one hypothalamus,
Apelin-13 or saline was injected directly in the survival me-
dium (final concentrations: 10 pM or 20nM). After 3 min of
incubation, each hypothalamus was frozen at =80°C in liguid
nitrogen and homogenized in lyvsis buffer. Then, blots were
performed as previously deseribed (8). Briefly, the mem-
branes were blocked for 90 min at room temperature with 5%
dried milk and incubated overnight at 4°C with a primary
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polyclonal antibody against total eNOS (dilution 1,/1,000;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) or the phos-
phorylated active form (Ser1177) of eNOS (dilution 1,/1,000;
Cell Signaling Technology, Ozyme, 5t Quentin Yvelines,
France). After three washes, membranes were incubated with
horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit 1gG antibody
(dilution 1/10,000; Amersham Biosciences Europe, Orsay,
France) for 2 hours. Immunoreactivity was detected using an
enhanced chemiluminescence detection kit (ECIL. system;
Amersham Biosciences Europe) and exposure to X-ray film
(Amersham Hyperfilm ECL, GE Health Care Bio-Sciences
Corp, Fiscataway, NJ). Bands were quantified using Image
Quant system (GE Health Care Bio-Sciences Corp). Data are
expressed as percentage of variations of ratio phosphorylated
protein,/total protein compared to control.

Statistical analysis

Results are presented as mean+SEM. The statistical sig-
nificance of differences was analyzed by student -test, by
two-way ANOVA followed by a pest hoc ttest, or one-way
followed by post-hoe Bonferroni’s or Dunnett's multiple
comparison test, when appropriate. Statistical analyses were
assessed by using GraphPad Prism version 5.00 for windows
(GraphPad Software, San Diego, CA). Results were consid-
ered statistically significant when p<0.05.
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3) Discussion et perspectives

Cette étude a permis de mettre en évidence pour la premiére fois un réle
important de I'apeline centrale dans la régulation du métabolisme glucidique en
conditions physiologiques et physiopathologiques, avec des effets dose-

dépendants et en relation avec le statut nutritionnel de I'animal.

La partie de notre étude menée sur des souris normopondérales a montré que
la présence de faibles taux d’apeline au niveau central exerce des effets
bénéfiques sur le métabolisme glucidigue en condition nourrie. Plus
précisément, nous avons observé chez les animaux ayant recu ce traitement
une diminution de la glycémie, associée a une augmentation de la tolérance au
glucose et a linsuline. Ces résultats suggerent premiérement que I'apeline
centrale soit impliquée de facon physiologique dans la régulation du
métabolisme glucidique. Dans nos travaux, nous avons entrepris de mesurer
les variations des taux circulants d’apeline sur une période de 24 heures chez
des souris normopondérales. Les résultats obtenus montrent une augmentation
de I'apelinémie des animaux en période nocturne, c'est-a-dire lors de la période
de prise alimentaire des rongeurs. De fagon intéressante, 'augmentation des
taux d’apeline est corrélée avec I'augmentation de l'insulinémie. Ainsi, nous
pouvons proposer qu’en réponse a l'arrivée de glucose au niveau sanguin suite
a une prise alimentaire, la production d’apeline soit stimulée par I'insuline et
qu’'une partie de I'apeline puisse atteindre I'hypothalamus, « mimant » ainsi les
effets de l'injection de faible taux d’apeline au niveau central, et agissant en
synergie avec l'insuline afin de permettre une assimilation correcte du glucose.
Dans ce travail, nous n'avons pas étudié de fagon spécifique la variation des
taux centraux d’apeline entre une condition de jelne et une condition nourrie et
ne pouvons donc exclure une augmentation directe de la production centrale

d’apeline en réponse a une prise alimentaire.

Nous montrons également dans nos travaux I'établissement d’effets totalement
opposés en condition de jelne lorsque les taux centraux d’apeline sont plus
importants. Dans ces conditions, les animaux présentent une hyperglycémie
associée a une hyperinsulinémie. Les mémes effets sont retrouvés chez des

animaux obeses et diabétiques tandis que, dans ce modele, les effets
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bénéfiques de faibles taux d’apeline sont supprimés. Ces résultats suggerent
donc qu’une augmentation des taux hypothalamiques d’apeline puisse
potentiellement participer a la mise en place du diabéte de type Il. Dans nos
travaux, la mesure des variations de I'apelinémie sur une période de 24 heures
montre que, chez les animaux obéses et diabétiques, les taux circulants
d’apeline sont fortement augmentés et n’évoluent plus en fonction de la prise
alimentaire. Ce résultat est en accord avec plusieurs études qui avait déja décrit
une augmentation de ces taux dans des situations pathologiques comportant un
fort risque d’installation de diabéte de type Il telles que I'obésité *°%*°1. Ainsi,
'augmentation de l'apelinémie résultant du fort développement de la masse
adipeuse pourrait contribuer a cette augmentation centrale des taux d’apeline
en condition d'obésité. Cette hypothése considére toutefois que I'apeline
périphérique soit capable d’atteindre I'hypothalamus, ce qui n’a pour linstant
jamais été clairement mis en évidence. Quelques données peuvent toutefois
appuyer cette hypothése. Higuchi et al **® ont rapporté qu’un traitement de 14
jours a l'apeline injectée par voie intra-péritonéale entraine une augmentation
des taux d’apeline dans [I'hypothalamus. Par ailleurs, des expériences
préliminaires de notre laboratoire menées sur des souris délétées pour le gene
de l'apeline ont également permis de détecter ce peptide au niveau
hypothalamique aprés une injection périphérique. L’apeline pourrait aussi avoir

une origine extra-adipocytaire. En effet, Reaux et al *®*

ont montré que ce
peptide est eégalement produit par les neurones a POMC de I'hypothalamus.
Dans la méme étude, les auteurs rapportent qu’en condition d’obésité, la
production d’apeline par ces neurones est augmentée chez le rat comme chez
la souris ce qui entraine une augmentation des taux hypothalamiques d’apeline.
Ainsi, de nouvelles études sont a mener afin d’identifier de maniéere précise la
part de chaque organe producteur dans l'augmentation des taux centraux en
conditions d’obésité. Le développement d’animaux invalidés de fagon tissu-
spécifique pour le gene de I'apeline sera d’une grande aide dans la réalisation
de cette étape. Nous travaillons actuellement a la génération d’animaux
délétés spécifiquement au niveau de I'hypothalamus pour le géne de 'apeline.
Un tel modéle animal existe déja pour I'expression hypothalamique de la leptine

21 utilisant le systéme Cre-Lox avec la recombinase Cre placée sous la

492

dépendance du promoteur Nkx2.1, spécifique de I'hypothalamus Par
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ailleurs, par [l'utilisation du méme systéme, nous cherchons également a
générer des animaux ayant perdu le géne de I'apeline spécifiquement au sein

du tissu adipeux en placant a cet effet la recombinase Cre sous la dépendance

2 493 494.

du promoteur aP , majoritairement spécifique de I'adipocyte

Nous avons réalis€ un marquage immunohistochimique de I'expression du
proto-oncogene c-Fos au sein de 3 régions hypothalamiques fortement
impliquées dans la régulation du métabolisme glucidique (noyau arqué, noyau
ventromédian et noyau dorsomédian) aprés linjection centrale d’apeline. De
cette facon, nous avons pu mettre en évidence une activation différentielle de
ces régions en fonction de la quantité d’apeline injectée et du statut nutritionnel
de l'animal. Cependant, nous ne sommes pas actuellement en mesure de
discerner une activation directe d’'un noyau par l'apeline, d’'une activation
indirecte qui serait la conséquence de la modification de I'activité de neurones
appartenant a un noyau voisin. Des travaux sont en cours au laboratoire afin de
réaliser une injection intra-structurale d’un lentivirus permettant de surexprimer
'apeline au niveau de différents noyaux hypothalamiques de notre choix. Les
résultats de ces manipulations permettront alors sans doute de pouvoir
approfondir nos connaissances sur les implications exactes des différents
noyaux hypothalamiques dans [I'établissement des effets bénéfiques et

délétéres résultant de nos injections centrales d’apeline.

La diversité de ces effets ainsi que [activation différente des noyaux
hypothalamiques mis en évidence par nos travaux suggérent que l'apeline
puisse activer 2 voies de signalisation différentes selon la quantité d’apeline
présente. L'utilisation d’'une méthode de détection ampérométrique en temps
réel et d'outils pharmacologiques nous a permis dimpliquer le NO
hypothalamique en tant qu’acteur majeur de la mise en place des effets
bénéfiques observés chez les animaux normoponderaux nourris. L’utilisation de
souris eNOS -/- nous a permis d’'impliquer plus particulierement le NO produit
par cette synthase puisque ces animaux restent insensibles a de faibles taux
icv d’apeline. De fagon intéressante, chez ces animaux génétiquement modifiés
et également lorsque la eNOS hypothalamique est pharmacologiquement
inhibée chez des animaux sains, les effets délétéres d’une forte dose d’apeline

sont également retrouvés en condition nourrie. Ce résultat suggéere donc qu’un
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tonus basal de production hypothalamique de NO est nécessaire a l'effet
« hypoglycémiant » de I'apeline et renforce son role clef dans la régulation de

I'homéostasie glucidique. Dans ce sens, Shankar et al **®

avaient déja montré
que linhibition pharmacologique de la production hypothalamique de NO
générait une insulinorésistance. Par ailleurs, les animaux eNOS -/- présentent
d'importantes altérations de [I'homéostasie énergétique, notamment une
résistance a l'insuline. Cette capacité de 'apeline a engendrer une production
de NO était déja connue puisque plusieurs travaux avaient montré une
activation de la eNOS #4949 | 5 protéine eNOS est moins exprimée et moins
active dans Ihypothalamus de souris obéses et diabétiques '°’. Cette
observation peut permettre d’expliquer la disparition des effets bénéfiques de
faibles taux d’apeline hypothalamique chez des souris obéses et diabétiques.
En revanche, les effets délétéres d’une injection icv de forts taux d’apeline sont
maintenus chez les animaux obéses et diabétiques et également chez les

souris eNOS -/- suggérant que le NO n’est pas impliqué dans ces effets.

L’identification des mécanismes et des acteurs impliqués dans la mise en place
de ces effets délétéres en réponse a de forts taux d’apeline font actuellement
l'objet de recherches au sein du laboratoire. L’établissement rapide des
conséquences périphériques de l'injection centrale d’une forte dose d’apeline
suggere fortement I'implication du systéme nerveux autonome. L’apparition
précoce d’'une hyperglycémie (dés 15 minutes aprés l'injection) ainsi que son
maintien dans le temps (durant 180 minutes) en condition de je(ine laisse
penser a une modulation nerveuse de l'activité hépatique, seul organe capable
de produire une quantité aussi importante de glucose dans ces conditions.

" et la

Appuyant cette hypothése, le foie est un organe richement innervé *°
stimulation électrique du systéme nerveux sympathique est capable d’entrainer
en moins de 30 secondes une augmentation de l'activité de certaines enzymes
glycogénolytigues comme la glycogéne phosphorylase et la glucose-6-
phosphatase *®. Ce contrdle nerveux de I'activité enzymatique résulte en une
diminution du contenu hépatique en glycogéne moins de 5 minutes aprés la
stimulation. Dans des temps plus longs, cette stimulation des fibres
sympathiqgues du systeme nerveux autonome active le processus de

néoglucogénese, notamment via une augmentation de l'activité de la PEPCK
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49 Prises ensemble, ces données ménent a s'intéresser a I'étude d’'une

possible stimulation par l'apeline centrale des mécanismes hépatiques de
production de glucose que sont la glycogénolyse et la néoglucogénése.
L’'implication du systeme nerveux autonome dans la mise en place de cet effet
hyperglycémiant de forts taux d’apeline au niveau central doit également étre
étudiée, soit par la mesure directe de l'activité du systéme nerveux autonome
en réponse a linjection d’apeline, soit par [l'utilisation d’animaux dénervés
localement au niveau hépatique. L’injection de forts taux d’apeline au niveau
central entraine également une hyperinsulinémie périphérique. Ainsi,
I'hypothése de I'existence d’'un axe apeline hypothalamique / pancréas n’est
pas a exclure. Toutefois, avant de tenter de mettre en évidence I'existence de
cet axe, il conviendra de vérifier que cette hyperinsulinémie n’est pas une
simple conséquence de la stimulation de la production hépatique de glucose
par I'apeline. Pour cela, le modele d’animaux localement dénervés pourra étre

utilisé.

Les prochains travaux devront également déterminer I'acteur moléculaire
impliqué dans ['établissement de ces effets déléteres. Certaines données
préliminaires laissent actuellement penser a I'implication des espéces actives
de I'oxygéne. Ces dérivés oxygénés présentent un intérét tout particulier du fait
de leur production exacerbée en condition d’obésité **°, de leur implication déja
montrée au niveau hypothalamique dans la régulation de I’homéostasie

302 ot des travaux de Yao et al °® démontrant la capacité de I'apeline

glucidique
a augmenter leur production sur des neurones en culture. Par ailleurs, les
EAOs produites au niveau central ont déja été montrées dans certains cas
comme capables d’augmenter I'activité du systéme nerveux sympathique *°*°%
et, de fagon tres intéressante, les rats Zicker obeses, caractérisés par une

305 présentent un

production exacerbée d’EAOs au niveau hypothalamique
tonus sympathique plus élevé que leurs homologues sains *°*°%. Certains de
ces dérivés oxygénés ont également la capacité d’inhiber la production de NO,
notamment par l'inactivation de cofacteurs indispensables a la eNOS °®, et
pourraient donc contribuer a l'inhibition de la voie « bénéfique » de I'apeline
centrale. Si l'implication des EAOs est avérée, il sera alors important de

connaitre par quel(s) moyen(s) I'apeline est capable de stimuler leur production.

124



Dans ce cadre, I'étude de l'activité mitochondriale en réponse a la forte dose
d’apeline sera une étape importante du fait, d’'une part, de la forte production
d’EAOs par cet organite et, d’autre part, de la capacité, montrée par notre
équipe, de l'apeline a augmenter le nombre et 'activité des mitochondries au

niveau musculaire 8.
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Article 2 : L’inflammation du jéjunum observée chez la souris obése et

diabétique altére la détection intestinale du glucose et modifie la

production hypothalamigue de NO

1) Introduction

La communication établie entre lintestin et le cerveau dans le cadre de la
détection de glucose au niveau intestinal est une étape importante de la
régulation de I'hnoméostasie glucidique. En effet, la présence de glucose dans
l'intestin entraine I'activation de certaines voies hypothalamiques permettant
notamment d’augmenter la sensibilité périphérique a l'insuline et de favoriser le
stockage de ce glucose sous forme de glycogéne au niveau musculaire, effet

altéré en condition d’obésité et de diabéte 37339,

Un acteur hypothalamique majeur dans la mise en place de ces effets est le
NO. Cet acteur central est trés important dans la régulation centrale de
’homéostasie glucidique puisque le blocage de sa production a ce niveau
entraine I'établissement d’une hyperglycémie et d’une insulinorésistance *.
Ainsi, nous avons voulu savoir si I'altération de la détection intestinale du
glucose chez les obeses pouvait étre liee a une modification de la libération
hypothalamique de NO dans de telles conditions. Pour cela, nous avons utilisé
des souris normopondérales et des souris Db/Db, génétiquement obeses et
diabétiques du fait de I'absence de récepteurs a la leptine fonctionnels. Dans
ces 2 modeles, nous avons mesuré en temps réel directement dans
I'hypothalamus la production de NO en réponse a une injection intra-gastrique
d’'une solution de glucose stimulant spécifiguement et uniguement les senseurs
intestinaux, sans entrainer de variations de la glycémie 3°. De cette facon, nous
avons observé que la détection de glucose au niveau intestinal entrainait une
augmentation significative de la fréquence de production du NO au niveau
hypothalamique uniquement chez les animaux sains, phénomeéne totalement
altéré dans notre modéle d’obésité. Nous avons montré que ces animaux
obeses présentaient également au niveau intestinal une augmentation du stress

oxydant et du stress du réticulum endoplasmique. Nous proposons donc que,
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du fait de ces altérations, I'intestin puisse participer également a I'établissement

de pathologies métaboliques telles que le diabéte de type Il.
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Abstract

Intestinal detection of nutrients is a crucial step to inform the whole body of the nutritional status. In this
paradigm, peripheral information generated by nutrients is transferred to the brain, which in turn controls
physiological functions, including glucose metabolism. Here, we investigated the effect of enteric glucose sensors
stimulation on hypothalamic nitric oxide (NO) release in lean or in obese/diabetic (db/dl) mice. By using specific
MNO amperometric probes implanted directly in the hypothalamus of mice, we demonstrated that NO release is
stimulated in response to enteric glucose sensors activation in lean but not in db/db mice. Alteration of gut to
hypothalamic NO signaling in db/db mice is associated with a drastic increase in inflammatory, oxidative /nitric
oxide (iNOS, IL-1f), and endoplasmic reticulum stress (CHOP, ATF4) genes expression in the jejunum. Although
we could not exclude the importance of the hypothalamic inflammatory state in obese and diabetic mice, our
results provide compelling evidence that enteric glucose sensors could be considered as potential targets for

metabolic diseases. Antioxid. Redox Signal. 14, 415423,

Introduction

NTERORCAN COMMUNICATIONS are essential to maintain

glucose homeostasis (35}, The brain, and more particularly
the hypothalamus, receives various metabolic signals from
peripheral organs through humoral and neuronal pathways,
Consequently, abnormal responses to hypothalamic neurons
may cause the appearance of metabolic syndrome (9, 18, 25)
The gut is the first that can detect variations of nutrients and
is now considered a key partner in the control of glucose
homeostasis. Intragastric injection of a low dose of glucose,
which activates only enteric sensors, stimulates muscle
glycogen synthesis through a hyvpothalamic glucagon-like
peptide-1 (GLP-1) /neuropeptide-Y pathway. Moreover, high-
fat=fied mice failed to respond to the intragastric glucose load,
suggesting alterations of enteric glucose detection or hypo-
thalamic response or both (18).

Chronic inflammation and endoplasmic reticulum (ER)
stress are closely associated with metabolic syndrome, as re-
vealed by high-fat-fed (31, 36) and transgenic diabetic /obese

mice models (16). db/db mice treated with an anticancer agent
had reduced ER stress in liver and adipose tissue associated
with an increase in insulin sensibility (15). Suppression of
proinflammation in db/db mice treated with a phosphodies-
terase inhibitor ameliorates the diabetic state (26).

One of the molecular actors of inflammation is nitric oxide
(MO, Depending on the level of MO secreted by the cells, this
gaseous diffusible factor may have physiological benefits (2,
34) or deleterious effects on type 2 diabetes (23). Interest-
ingly, low concentrations of MO, as induced by activation of
constitutive nitric oxide synthase (NOS), protect against ER
stress, as opposed to massive NO release by iINOS (11). NOS
is expressed in the hypothalamus (2, 13), and several ele-
ments implicate “peripheral signals- to hypothalamic NO- to
peripheral tissues” in the control of glucose homeostasis.
First, blockade of NOS activities in the brain of rodents in-
duces hyperglycemia and insulin resistance (32). Second,
hypothalamic NO could be considered a potential target of
peripheral hormones (including insulin and GLP-1) to con-
trol arterial blood flow and insulin sensitivity (1, 2). Third,

'Institut Mational de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM), Toulouse, France.
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GUT INFLAMMATION ALTERS HYPOTHALAMIC NO RELEASE

we previously demonstrated that intracerebroventricular
insulin increases the hypothalamic activity of AMPK (27), an
upstream enzyme of NOS activity that contributes to in-
creased glucose uptake in muscles (10, 22). Fourth, intestinal
glucose sensors modulate peripheral glucose utilization in
muscles via a hypothalamic GLP-1 pathway (18), which may
control hypothalamic NO release (1), Thus, we can speculate
that hypothalamic NO could be identified as a target for
enteric glucose detection.

The first objective of the study was to investigate the po-
tential modification of hypothalamic NO release in response
to enteric glucose detection in lean and obese diabetic (db/db)
mice. Then, we evaluated inflammation or ER stress markers
or both in the gut and brain of db/db mice in our experimental
model. Our work provides new potential targets, including
gut ER stress and inflammation, for the treatment of tvpe 2
diabetes and obesity.

Materials and Methods
Mice

C57Bla/] mice and &-week-old male db/db mice (C57BL/
BKS Lepr') were obtained from Charles River Laboratory
(Charles River, Bruxelles, Belgium). All use of animals was
approved by and in accordance with the local ethics com-
mittee, and housing conditions were as specified by the Na-
tional Institute of Medical Research (INSEKM) and by the
local ethical committee of the IFR-BMT or Belgian Law of
November 14, 1993, on the protection of laboratory animals
(agreement no. LA 1230314).

Mice were housed conventionally in a constant tempera-
ture (20-22"C) and humidity (50-60%) animal room and with
a 12/12-h light/dark cycle {lights on at 7:00a.m.) and free
access to food (control diet, AD; Villemoisson sur Orge,
France) and water. All injections and experiments were per-
formed in 13- to 15-week-0ld males.

Surgical procedures

Under anesthesia (ketamine/xylazine, 100 and 10mg/ kg,
i.p., respectively), a catheter was inserted into the stomach. [n
bricf, a 4-mm laparotomy was performed on the left side of
the abdomen, and the stomach was gently extracted. One
centimeter of a Teflon catheter was inserted into the stomach
and secured by surgical glue (Histoacryl; 3M Health Care, St
Paul, MN). The other extremity of the catheter was tunneled
under the skin and exteriorized at the back of the neck (18).
After a 1-week recovery period, hypothalamus amperometric
measurements were performed in mice.

-

a7

Real-time amperomelric NO measuremenis

After 6h of fasting, mice were anesthetized with ketamine,/
xylazine (100 and 10mg/kg, i.p., respectively). A T-cm mid-
line incision was made across the top of the skull, and the
animal was placed on a stereotaxic apparatus, as described
previously (17} An NO-specific amperometric probe [150-
NOPFI00; diameter of 100 pm and length of 5mm; World
Precision Instruments (WPI), Sarasota, FL] was implanted
directly in the hypothalamus of the mice, and NO release was
monitored. Three major hypothalamic regions implicated in
the control of glicose homeostasis (arcuate nucleus, and the
dorsomedial and ventromedial hypothalamus) were targeted
by the probe (stereotaxic coordinates are chosen based on the
length and the diameter of the probe: 1.3 mm posterior to the
bregma, —0.3mm lateral to the midline, and 5.0 mm below
the surface of the skull). The concentration of NO gas in the
tissue was measured in real time with the data-acquisition
system LabTrax (WPI) connected to the free radical analyzer
Apollol000 (WP, Data acquisition and analysis were per-
formed with DataTrax2 software (WPI), as previously used
{13). In brief, frequency and amplitude were caleulated every
Smin during 60 min with DataTrax2 software, Brain coronal
section slices, 35 pm thick, were used to check the probe po-
sition after recording. Results are presented as mean + SEM.
Calibration of the electrochemical sensor was performed by the
use of different concentrations of a nitrosothiol donor S-nitriso-
N-acetyl-d !-penicillamine (Sigma), as previously described in
detail (20). Typical amperometric graphs are represented in
Fig. 1A and Fig. 2A, in which the hypothalamic baseline NO
level is represented as an arbitrary value (0nM). During am-
perometric measurement, animals were infused with a low rate
of glucose (10mg/kg/min) or water into the stomach (time
0). This rate represents one-half of the endogenous glucose
production over a short peried, which allows the stimulation of
the enteric sensor without inducing systemic hyperglycemia
{18). We previously reported that the injected volume of water
or glucose (100 u1/10 min) minimizes gastric distention; fur-
thermore, we previously demonstrated that water is the vehicle
of choice for glucose administration (18). As we demonstrated
that intragastric perfusion of water did not modify c-Fos ex-
pression (a marker of neuronal activity) in the hypothalamus,
as compared with NaCl {0.9%), all control groups were infused
with water, as previously described in detail (18),

TEARS and NO products

The jejunum tissue oxidative stress level was evaluated by
measuring lipid peroxidation and reactive compounds, such
as malondialdehyde (MDA} and 4-hydroxynonenal (4-1NE),

FIG. 1. Enteric glucose sensors stimulation increases hypothalamic NO release in lean control mice. (A) Typical graph of
amperometric NO measurement obtained from in vive hypothalamus of control mice perfused with water or glucose. NO is
measured in real time by using a specific amperometric probe implanted directly in the hypothalamus of anesthetized mice.
(B) Effect of intragastric glucose perfusion on NCO-release frequency. Stimulation of enteric glucose sensors increases hypo-
thalamic NO release in response to glucose (dark bar, 1 =7) as compared with water (white bar, n =7} in control mice. (C)
Effect of intragastric glucose perfusion on NO-release frequency. Stimulation of enteric glucose sensors increases hypotha-
lamic NO release in response to glucose as compared with water in control mice. (D) Effect of intragastric glucose perfusion
on mean NO-release amplitude. Mo significant difference was observed concerning NO-release amplitude in the two groups.
(E) Effect of intragastric glucose perfusion on mean NO-release amplitude. No significant difference was observed concerning
NO-release amplitude in the two groups. Data are expressed as mean + SEM. *p < 0.05; **p < 0.07; ***p < 0.001 are signifi-
cantly different from lean mice according to the two-tailed Student ¢ test analysis.
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TasrLe 1. Priver Seguences FOR TArGETED Mouse GENES

Forward primer (5" to 3')

Reverse priner (5 to 37)

IL-1 TCGCTCACGOTCACAAGAAA CATCAGAGCCAAGCAGCAAAAC
TMFz TGCGACAGTCACCTGCACTGT TTCGGAAAGCCCATTTGAGT
COx2 TOACCCCCAAGCCTCAAATAT TOAANCCCAGCTCCTCGCTTA
NADPH oxidase TTGGGTCAGCACTGGOTCTG TGGOGGTGTGCAGTGCTATC
iNOS AGCTACTCAGCGTGCTCCAL CCACCOAACATATCTTCATG
CHOP CCTAGCTTCGCTCACAGAGG CTCCTCCTTCTCCTTCATGO

ATF4 CACCTTCCTOAACAGUCAAGTG TOOCCACCTCCAGATAGTCATC
RPPL-19 GAAGGTCAAAGGGAATGTGTTCA CCTTGTCTGCCTTCAGCTTGT

natural by-products of lipid peroxidation, as previously de-
scribed (33).

Jejunum nitrate and nitrite concentrations were measured
by using a colorimetric assay kit according to the mamuafac-
turer instructions {Cayman, Tallinn, Estonia). In brief, 100 mg
jejunum was homogenized in 1ml PBS (pH 7.4) and centri-
fuged at 20,000 ¢ for 30 min. Supernatant was filtered by using
a 30-kDa molecular mass cut-off filter (Amicon ultra, centrif-
ugal filters, 30 kDa; Millipore) at 4,500 g for 30 min. Nitrates
were converted into nitrites by using nitrate reductase fol-
lowed by the addition of the Griess Reagents, which convert
nitrite into a colored end-product.

Dissection of hypothalamus and jejunum

Mice were anesthetized (ketamine/xylazine, IF, 100 and
10mg/kg, respectively) after a 5-h period of fasting. Mice
were killed by cervical dislocation. The jejunum was imme-
diately removed and washed with PBS; the hypothalamus
was harvested; both tissues were immersed in liquid nitrogen
and stored at —80°C, for further analysis.

gPCRH

Total RMA from tissues was prepared by using the TriPure
reagent (Roche, Basel, Switzerland) as described (4, 5). cDMNA
was synthesized by using a reverse transcription kit (Prome-
ga, Madison, WI) from 1pg of total RNA. Real-time poly-
merase chain reactions (PCEs) were performed with a
StepOnePlus instrument, and software (Applied Biosystems,
Foster City, CA) by using Mesa Fast qPCR (Eurogentee,
Seraing, Belgium), as described (5, 21). RPL-19 RNA was
chosen as an invariant standard. All tissues were run in du-
plicate in a single 96-well reaction plate (MicroAmp Optical;
Applied Biosystems), and data were analyzed according to
the 2-**T method. The identity and purity of the amplified
product were checked through analysis of the melting curve
carried out at the end of amplification. Primer sequences for
the targeted mouse genes are presented in Table 1,

i

Statistical analysis

Data are expressed as mean - SEM. Differences between
two groups were assessed by using the unpaired two-tailed
Student’s f test. Correlations were analyzed by using ear-
son's correlation. Data were analyzed by using GraphPad
Prism version 500 for Windows (GraphPad Software, San
Diego, CA). Results were considered statistically significant
when p < (L05.

Results

Enteric glucose sensors stimulation induces hypotha-
lamic NO release in wild-typg mice

Hypothalamic NO is known to be involved in the control
of glucose homeostasis. To determine whether enteric glu-
cose sensors stimulation affects NO hypothalamic activity, we
monitored the real-time hypothalamic NO release in response
to intragastric glucose perfusion. As shown in Fig. 1A-E, the
frequency of NO release is significantly increased during
the measuring time frame from 5 to 25 min intragastric per-
fusion (Fig. 1B). Then, NO pulse frequencies return to basal
values until the end of recording (60 min} (Fig. 1B). The am-
plitude of the NO pulse does not vary during the experiment
(Fig. 1C). Intragastric glucose perfusion increases the mean
frequency of NO release (~ 1.5-fold; Fig. 1D) but not the mean
amplitude (Fig. 1E) during the hour of the experiment. These
result suggest that NO could be a major hypothalamic partner
of enteric glucose sensors to modulate peripheral responses.

The brain—gul axis in db/db mice prevents the
physiologic hypothalamic NO release in response
to enteric glucose sensors siimulation

Because we observed that diabetic mice present an altered
c-Fos expression that is associated with impaired muscle
glucose utilization (18), we measured the effect of enteric
glacose sensors stimulation on hypothalamic NO release in
db/dl mice (Fig. 2A-E}). Stimulation of enteric glucose sensors

FIG. 2. Enteric glucose sensors stimulation does not modify hypothalamic NO release in db/db mice. (A) Typical graph
of amperometric NO measurement obtained from in vive hypothalamus of diy/db mice perfused with water or glucose. NO is
measured in real time by using a specific amperometric probe implanted directly in the hypothalamus of anesthetized mice,
(B) Effect of intragastric glucose perfusion on NO-release frequency. No significant difference was observed concerning NO-
release frequency between water (white bar, n=4) and glucose (dark bar, n =4) perfused mice. (C) Effect of intragastric
glucose perfusion on NO-release amplitude. No significant difference was observed concerning MNO-release amplitude be-
tween groups, (D) Effect of intragastric glucose perfusion on mean NO-release frequency. No significant difference was
observed concerning NO-release frequency between water- and glucose-perfused mice. (E) Effect of intragastric glucose
perfusion on mean NO-release amplitude, No significant difference was observed concerning NO-release amplitude between
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in db/dlr mice fails to increase hypothalamic NO release
(Fig. 2A). Basal NO frequency (mean = (0,105 £ 0,002 Hz;
Fig. 2B and [2) appears to be more elevated than that in control
mice. Converse to that in lean control mice, no significant
variation is observed after glucose perfusion in either ampli-
tude or frequency of NO release in dbv/db mice (Fig. 2B-E)
These data suggest that the brain-gut axis is disturbed in
obese genetically modified mice, and hypothalamic NO re-
lease seems to be deeply impaired.

Obese and diabelic mice exhibited intestinal oxidative
and inflammatory stress

To assess whether the altered gut-to-brain axis could be
associated with increased metabolic stresses, we investigated
several markers of ROS/RNS, inflammation, and ER stress in
the jejunum. We found that obese and diabetic mice exhibited
sevenfold higher intestinal INOS mBENA levels and a 40%
increase of interleukin (IL)-1f mRNA expression (Fig. 3A and
B). ER stress markers were significantly increased in Jdb/db
mice with a twofold increase for CHOD and 60% higher ATF4
mEMNA concentration (Fig. 4A and B). NADPH oxidase and
COXZ were not significantly different between groups
(Fig. 3C and D} In addition, ROS and RNS quantification
revealed a trend to a higher oxidative stress measured by lipid
peroxidation TBARS (lean, 11.20+ 1.36; db/db, 1510+ 1.29
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FIG. 3. Increased oxidative and inflammaltory stress in the
jejunum of obese and diabetic mice. Jejunum oxidative
stress markers: (A) iNOS, (C) NADPHox, and (D) COX2
mENA concentrations, and inflammation marker: (B) IL-
1 mEMA concentrations in db/db mice (db/db, n =6} or lean
control mice {lean, 1 =6). Data are expressed as mean £ SEM.
*Significantly different (p < 0,05} from lean mice according to
the two-tailed Student | test analvsis.
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FIG. 4. Higher intestinal endoplasmic reliculum stress
markers in obese and diabetic mice. Jojunum reticulum
endoplasmic stress markers: (A) CHOP, (B) ATF4d mRNA
concentrations in db/db mice (db/db, n =8) or lean control
mice (lean, n =6}, Data are expressed as mean + SEM. *Sig-
nificantly different (p < (L03) from lean mice according to the
two-tailed Student | test analysis,

pmel/mg of proteins; p=0.06) and NO-derived products
(MO /NOy) (lean, 2046 + 0.30; dby/db, 4.284 + 1.25 pmol /myg
of proteins; p = (.07}, Altogether, these data suggest that obese
and diabetic mice could develop increased intestinal meta-
bolic and cellular stresses.

Obese and diabefic mice exhibited hypothalamus
inflammation and minor ROS/ ANS stress

To ascertain whether the development of ER, ROS, or RNS
stress found in the gut would also be involved in the alteration
of intestinal to brain glucose detection, we measured meta-
bolic stress markers in the hypothalamus, Strikingly, we did
not find any changes in the ROS/RNS and ER stress markers
{Fig. 5A-D), except for a 10% increase in CHOP mRMNA,
whereas inflammatory markers were significantly increased,
as shown by the 50% and twofold higher IL-1f and tumor
necrosis factor (TNF)-z, respectively (Fig. 6A and B).

Therefore, we propose that the major alteration of glucose
detection occurs first in the peripheral tissues (Le., in the gut),
thus affecting the gut-to-brain axis. However, we cannot rule
out that the hypothalamic inflammatory [ER stress process
could also be part of this phenomenon.

Discussion

The present study was designed (a) to investigate in vivo the
role of intestinal glucose sensing in hypothalamic NO secre-
tion; and (b) to study the link between peripheral and central
markers of metabolic stresses and the glucose-induced hy-
pothalamic NO release. To achieve this, we set up a novel
method to measure in vive and in real-time conditions hypo-
thalamic NO production after intragastric glucose adminis-
tration. This original procedure has the advantage of being the
only way to measure MO in real time. This gaseous neuro-
transmitter has a very short half-life {~5s) and is usuvally
studied by using indirect detection.

With our technique, we found that in physiologic condi-
tions, intragastric administration of a low dose of glucose
profoundly changes hypothalamic MO production and re-
lease, with specific modulation of the NO-release frequency.
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FIG. 5. Endoplasmic reticulum stress and oxidative stress
markers in the hypothalamus of obese and diabetic mice.
Hypothalamus ER stress markers: (A) CHOP, (B) ATF4
mENA concentrations, and oxidative markers: (C) iNOS and
(D} NADPHox mENA concentrations in db/db mice (db/db,
1t = f) or lean control mice (lean, 1= 6). Data are expressed as
mean £ 5EM. *Significantly  different (p<0.05) from lean
mice according to the two-tailed Student ¢ test analysis.

These findings support the link between intestinal glucose
detection and specific brain activity devoted to physiologic
response to a meal. Among the hypotheses that could explain
the disruption in glucose homeostasis control in obesity and
tvpe 2 diabetes, an alteration of the gut-to-brain axis has been
proposed (8). Here, we demonstrate in vivo that obese and
diabetic mice are unable to respond to intestinal glucose ad-
ministration, as shown by the disrupted glucose-induced
hypothalamic NO secretion. These data strongly suggest the
existence of a disrupted intestinal glucose sensing or central
nervous system integration of the glucose-dependent signals
arriving from the gut, or both. Further to explore this ques-
tion, we investigated inflammatory, endoplasmic reticulum,
and reactive oxygen—dependent stresses in the intestine of
obese and diabetic mice. In accordance with our hypothesis,
we found that db/db mice exhibit an increase in oxidative
(iNOS), inflammation (IL-7), and endoplasmic reticulum
(CHOT, ATF4) markers in the gut. Strikingly, these markers
were only slightly affected in the hypothalamus of the same
animals, To date, the specific role of the gut versus the brain in
glucose detection and metabolic responses is poorly defined.
Several studies have suggested that high-fat feeding induces
an increase in brain cytokine levels, resulting in central in-
flammation (28), and stimulates apoptosis of hypothalamic
neurons (24). Moreover, hypothalamic NO and reactive oxy-
gen species have been shown to participate to the physiologic
econtrol of glucose homeostasis (2, 7, 13). Several recent reports
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FIG. 6. Increased inflaimmatory stress in the hypothala-

mus of obese and diabetic mice. Hypothalamus inflamma-
tion marker: (A) TNF-2 and (B) IL-1f mENA concentrations
in dir/db mice (db/db, n = 6) or lean control mice {lean, n = &),
Data are expressed as mean £ SEM. "Significantly different
{p < 0.05) from lean mice according to the two-tailed Student
I test analysis.

have shown the involvement of redox signaling in the control
of glucose homeostasis. For instance, Colombani ¢f al. {7}
showed that impaired hypothalamic regulation of glucose
sensing is specifically associated with mitochondrial dys-
function, leading to abnormal redox signaling (7). Moreover,
the same group proposed that hypothalamic redox signal-
ing could be invelved in the molecular impairment of brain
glucose sensing and might explain some features of the met-
abolic defects in obese rodents (7). Finally, Powell ef al. (30}
demonstrabed that chronic high-glucose levels, those found
during diabetes, increase iNOS promoter activity in intestinal
epithelial cells, a phenomenon tightly linked with inflamma-
tory cytokines and oxidative stress. Therefore, it is notewor-
thy that the chronic hyperglycemia found during diabetes
triggers inflammatory and oxidative stress in the gastroin-
testinal tract, leading to the alteration of glucese detection and
the gut-to-brain axis.

In the present study, we found a slightly increase in hy-
pothalamic oxidative stress associated with obesity and dia-
betes. However, we found that the intestinal glucose-induced
hypothalamic NO response was strongly affected in obese
and diabetic conditions. We postulate that the development of
intestinal cellular stress participates in the alteration of the
brain NO-dependent glucose sensing, Moreover, basal hy-
pothalamic NO release frequency is higher in db/dl mice than
in controls (Fig. 1B vs. Fig. 2B). This result reinforces the im-
portance of a frequency-encoding system of NO release to
maintain an adapted brain response. Altered basal NO release
observed in db/db mice characterizes deep changes of hypo-
thalamus activity, which may be influenced by peripheral
signals, including hormones and afferent nerves. NO, which
is a molecule with pleiotropic effects in the brain, could be the
target of numerous factors. Depending on the brain region
and NO concentration, NO can both stimulate and inhibit the
release of a particular transmitter (12). Low doses of NO ane
generally associated with beneficial effects in the brain, in-
cluding neurotransmitters release and neuronal survival (14),
However, in pathophysiologic conditions, high levels of NO
increase cell damage, as observed in neurologic disorders
such as Parkinson and Alzheimer discases (14). In our db/db
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model, we can speculate that overproduction of NO can be
due to nNOS activation after persistent stimulation of excit-
atory aminoe acid receptors mediating glutamate toxicity or to
iNOS induction by diverse stimuli, such as endotoxin or cy-
tokines, or both (6). In accordance with this hypothesis, we
observed in this study that [L-15 and TNF-2 mRNA expres-
sions are increased in the hypothalamus of db/db mice in as-
sociation with altered NO basal release. Hence, hypothalamic
NO could be one of the molecular actors that control neuronal
activity. A clear link has been established between c-Fos ex-
pression (a marker of neuronal activity) and NO, because this
gas is able to modulate neuronal activity in discrete nuclei of
the hypothalamus (29) Moreover, we previously demon-
strated that stimulation of enteric glucose sensors modifies
e-Fos expression in the hypothalamus (18),

Thus, among the tissues involved in the development of
whole-body metabolic stresses found during obesity and type
2 diabetes, our present and previous studies support the key
role of the gut in the control of glucose homeostasis (3-5),
Regardless of the triggering factors (inflammatory, ER stress,
ROS/ENS) involved in such altered metabolism, the gut-to-
brain axis remains an attractive target to dissect the mecha-
nisms contributing to the control of glucose homeostasis in
physiologic and pathologic conditions (18, 19).

In conclusion, we report here for the first time the in vive
measurement of hypothalamic NO production after periph-
eral glucose administration. In addition, we found that in-
testinal ROS/RNS, inflammation, and ER stress could be
associabed with the disruption of the detection of peripheral
glucose involved in the gut-to-brain axis, Therefore, we pro-
pose that, in addition to the well-characterized metabolic
disturbance found in liver, muscles, and adipose tissues, the
gut should be part of the picture, as this organ is responsible
for glucose detection and sends signals to the central nervous
system and peripheral organs to respond physiclogically to
the entrance of glucose into the organism. Finally, intestinal
inflammatory, oxidative, and ER stresses observed during
obesity and type 2 diabetes are putative therapeutic targets,
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3) Discussion et perspectives

Ce travail présente pour la premiére fois I'observation in vivo de la modification
de la production hypothalamique de NO en réponse a la détection intestinale de
glucose chez des souris saines, ainsi que son altération chez des souris
génétiqguement obeses Db/Db. Ce modele animal présente en effet plusieurs
altérations pouvant modifier la détection du glucose, tant au niveau central °%°
qu’au niveau intestinal *°*. Par ailleurs, I'article présenté ici renforce également
l'importance de l'axe intestin/cerveau dans la régulation de I'homéostasie
glucidique. Nos résultats suggérent en effet une altération du fonctionnement
de cet axe en condition d'obésité, phénoméne qui a été proposé comme
pouvant participer & I'apparition du diabéte de type Il °*’. Toutefois, il reste
encore a déterminer de fagon claire si cette altération résulte d’'un seul
dysfonctionnement de la détection du glucose au niveau intestinal, si elle est le
fruit d’'une mauvaise intégration des signaux envoyés par l'intestin au niveau de

I’hypothalamus ou si ces 2 dysfonctionnements coexistent.

Les données obtenues par la mesure de I'expression de marqueurs du stress
du réticulum endoplasmique tels que CHOP et ATF4 et la mesure du niveau de
peroxydation lipidique comme marqueur du stress oxydatif au niveau de
l'intestin et de I'hypothalamus tendent a penser qu’il s’agirait plutét d’'une
altération localisée au niveau intestinal. En effet, I'expression de ces marqueurs
est augmentée de fagon bien plus importante au niveau de lintestin qu’au
niveau de I'hypothalamus. De plus, I'expression de ces derniers est connue
comme étant capable de perturber la régulation du métabolisme glucidique. En
effet, Kaser et al >’° ont rapporté en 2008 que linduction d’'un stress du
réticulum endoplasmique au niveau de lintestin suffisait a déclencher une
réponse inflammatoire, qui est corrélée a I'établissement de l'insulinorésistance
chez la souris °®. Concernant 'augmentation des marqueurs du stress oxydatif,
bien que celle-ci puisse en partie résulter de l'inflammation déclenchée par la
réponse UPR mise en place lors d’un stress du réticulum endoplasmique °°,
certaines études ont montré au niveau intestinal qu’un stress oxydatif pouvait

parfois précéder I'établissement de la réponse inflammatoire °'°. Par ailleurs, il a
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récemment été montré qu’'une augmentation de la peroxydation lipidique au
niveau du jéjunum perturbait 'homéostasie glucidique en diminuant la tolérance
au glucose ***. Dans cette étude, les auteurs mettent notamment en évidence
une diminution de l'activation afférente du nerf vague en réponse a une
injection intra-gastriqgue de glucose lorsque la peroxydation est importante. Ces
données confortent donc l'idée qu’un dysfonctionnement intestinal suffise a
perturber I'axe intestin/cerveau et a induire de fait des altérations de la

régulation de ’lhoméostasie glucidique.

Toutefois, nous avons également retrouvé une légere inflammation
hypothalamique dans notre modéle animal génétiquement obese. Bien que
celle-ci soit beaucoup moins marquée qu’au niveau intestinal, nous ne pouvons
donc pas exclure de fagcon certaine une participation de I'hypothalamus a la
dérégulation de la détection intestinale du glucose mise en évidence dans ce
travail. Plusieurs études ont d’ailleurs déja rapporté qu’une inflammation
uniguement localisée au niveau hypothalamique suffisait a perturber des
parameétres importants tels que la prise alimentaire et la sensibilité

294,295  Notre travail

hypothalamique a l'action de l'insuline et de la leptine
montre également une altération de la production de NO hypothalamique dans
notre modele Db/Db. D’une part, la fréquence de production basale est
augmentée chez les animaux obéses, et, d’autre part, n’est pas modifiée en
réponse a la détection de glucose au niveau intestinal contrairement a ce qui
est observé chez des animaux sains. Ce phénomeéene pourrait étre lié a une
activation constante de I'axe intestin/cerveau par lintestin en raison des
altérations moléculaires qui le touchent, menant alors a une production
constante de NO au niveau hypothalamique. Toutefois, il est aussi possible
d’'imaginer que l'inflammation hypothalamique observée suffise a activer une
réponse immunitaire impliquant la production de NO. Dans ce cadre, un
candidat potentiel est 'enzyme iNOS. Cette synthase est présente au niveau
central ®*? et est induite en réponse a différents facteurs tels que des cytokines

inflammatoires %,

La production de NO conséquente a son activation
hypothalamique pourrait alors expliquer la production basale plus élevéee et
masquer une augmentation physiologiguement induite par la détection de

glucose intestinal.
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Ainsi, la suite de ce travail devra s’attacher a déterminer plus finement
limportance de chacune de ces altérations. Dans ce but, l'inhibition du stress
du réticulum endoplasmique via l'utilisation d’agents pharmacologiques tels que

514 chez notre modéle Db/Db et la mesure de la

I'acide tauroursodeoxycholique
libération hypothalamique de NO en réponse a la stimulation des glucosenseurs
intestinaux pourra étre d’'une aide précieuse pour mesurer I'implication de ce
phénomeéne. De la méme facon, I'administration de molécules antioxydantes
305315 oy la surexpression d’enzymes antioxydantes °0°17°18 3 Taide de
modeéles transgéniques ou d’adénovirus dans le méme modele permettra de
diminuer, voire de supprimer, le stress oxydatif et de conclure sur I'importance
de son réle. Toutefois, ces manipulations ne permettront pas de conclure sur
I'origine principale de I'altération de ce mécanisme. Pour discriminer la part des
altérations intestinales de celle des altérations hypothalamiques, il faudrait
pouvoir déclencher in vivo et de maniére tissu-spécifique une réponse UPR ou
un stress oxydatif. A ce jour, aucune étude n’a encore utilisé un tel protocole et
la mise au point de celui-ci permettrait une importante avancée dans la
compréhension des mécanismes responsables des perturbations de l'axe
intestin/cerveau. Une possibilité éventuelle serait de réaliser une perfusion
intragastrique chronique de faible taux de tunicamycine, agent inducteur de
stress du réticulum endoplasmique, a l'aide de minipompes osmotiques.
L’évaluation et la validation de ce protocole seront trées prochainement

commencées au sein du laboratoire.
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V.

Conclusion générale

Les pathologies métaboliques et cardiovasculaires qui résultent du surpoids et
de I'obésité sont responsables, selon 'OMS, de pres de la moitié des déces
enregistrés au niveau mondial. La forte augmentation de la prévalence de ces
pathologies durant les dernieres années et les prévisions alarmantes pour les

décénnies a venir en font de nos jours un probléme mondial de santé publique.

Les autorités sanitaires ont notamment commencé a s’interroger sur les raisons
qui ont permis cette progression épidémiologique. D’une part, les changements
technologiques, économiques et sociologiques survenus au cours des derniers
siécles ont entrainé une sédentarité croissante des populations et la réduction
concomitante de la dépense énergétiqgue. D’autre part, ces bouleversements
ont également été associés a un changement qualitatif et quantitatif des modes
d’alimentation, résultant en une plus grande densité énergétique et une
augmentation de la taille des portions alimentaires >*°. Toutefois, ces données
ne semblent pas pouvoir expliquer, a elles seules, une telle progression de ce
phénomene. Il est notamment de plus en plus démontré une composante
génétique dans la prise de poids. En effet, plus d’'une cinquantaine de genes
différents ont été rapportés comme étant directement associes a des
phénotypes d’obésité, et plusieurs génes de prédisposition a I'obésité ont
également été identifiés >2%°2,

L'obésité et le surpoids sont donc des perturbations multifactorielles de
'homéostasie énergétique. La compréhension parfaite des mécanismes
participant a cette régulation est donc fondamentale afin de proposer des
traitements préventifs et/ou thérapeutiques. Certains traitements existent
actuellement mais restent pour certains extrémement invasifs et, de maniére
plus générale, contraignants pour les personnes qui en bénéficient. De plus,
ces traitements occultent totalement I'origine multifactorielle de la prise de poids
et des pathologies qui en découlent. Un premier exemple type est la chirurgie
bariatrique, qui consiste a restreindre I'absorption des aliments afin de diminuer
I'apport calorique pour obtenir une perte de poids corporel. Cela passe par des
opérations chirurgicales définitives et trés lourdes visant a réduire le volume ou

la vitesse de vidange de I'estomac, ou encore a dériver le tube digestif afin de
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modifier le circuit alimentaire. Les travaux évoqués et présentés dans ce
manuscrit ont mis en évidence une participation importante de lintestin a la
régulation de 'homéostasie énergétique et I'on peut se demander, malgré les
résultats spectaculaires de ce type de chirurgie (perte de 40 a 75% de l'exces
de poids corporel en fonction de la procédure et amélioration trés rapide du
diabéte), si le fait d’isoler ou de diminuer cet organe ne risque pas de mener a
de nouvelles perturbations physiologiques. Dans ce sens, plusieurs études ont
montré une modification profonde du profil d’expression de plusieurs acteurs de
la régulation de 'homéostasie énergétique suite a une opération bariatrique. En
effet, aprés une telle chirurgie, les taux de ghréline sont diminués et I'on
observe également une augmentation des taux d’hormones gastrointestinales
comme le GLP-1 et la CCK ®?2°2%24 Deg plus, d’autres travaux ont rapporté une

5

profonde modification de la flore intestinale suite a cette chirurgie °?°, et une

étude récente a suggéré que cette importante modification du microbiote

56 Les

génere un environnement cytotoxique au niveau intestinal
conséquences a long terme de I'ensemble de ces changements restent encore
inconnues. Une autre alternative de traitement est la mise en place de mesures
hygiéno-diététiques. Il s’agit d’'une approche non pharmacologique comprenant
principalement des changements d’habitudes alimentaires et la pratique
réguliéere d'une activité physique. Une étude clinique américaine a permis
d’évaluer l'efficacité de ces mesures et a montré que l'incidence du diabéte etait
réduite de 58% chez les patients appliquant ces mesures *?’. Ce résultat montre
donc que ces regles hygiéno-diététiques peuvent apporter de bons résultats.
Toutefois, dans un grand nombre de cas, le fait que celles-ci s’averent souvent
difficiles a mettre en place, et surtout a étre maintenues sur le long terme les

rend souvent insuffisantes.

Face a ces difficultés, les laboratoires pharmaceutiques tentent de développer
des molécules anti-obésité et/ou anti-diabétiques dont la facilité d’utilisation et
I'efficacité pourraient augmenter les chances de réussite du traitement.
Certaines de ces molécules sont actuellement présentes dans [I'éventail
thérapeutique mais présentent encore plusieurs défauts. En effet, ces
molécules ne prennent toujours pas en compte les multiples causes pouvant

étre responsables de I'obésité, et certaines d’entre elles sont responsables
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d’effets indésirables tels que des troubles gastro-intestinaux, des prises de
poids ou une augmentation des risques de maladies cardiovasculaires pouvant
perturber le confort du patient et 'amenant a stopper son traitement. De facon
plus grave, d’autres effets secondaires (apparition de cancers, états dépressifs
menant au suicide,...) ont amené plusieurs de ces molécules, dont 'exemple le
plus marquant est le Rimonabant, & étre retirées du marché >?°?, Ces effets
secondaires indésirables, indépendants des effets recherchés sur le
métabolisme des patients et provenant des effets de la molécule sur d’autres
régulations physiologiques, illustrent parfaitement I'importance de I'étude des
communications inter-organes ainsi que la complexité de la régulation de

'lhoméostasie énergétique.

Cette complexité réside notamment dans la finesse et la diversité des
mécanismes impliqués. Alors que le pancréas f(t un temps considéré comme
'organe responsable de cette régulation, I'implication de plusieurs autres
organes ainsi que leur communication est régulierement mise en évidence
depuis plusieurs années. L’élaboration d’un traitement thérapeutique visant a
prévenir ou rétablir les altérations observées lors des pathologies métaboliques
sans effet secondaire indésirable passe absolument par la compréhension la

plus précise possible de 'ensemble de ces communications.

Le travail présenté dans ce manuscrit contribue a cette nécessité et apporte de
nouvelles connaissances sur ces communications inter-organes dans le cadre
de la régulation de I'homéostasie glucidique. Nous avons plus particulierement
axé nos recherches sur la mise en évidence et la compréhension des
communications établies par le tissu adipeux et l'intestin avec I'hypothalamus,
structure cérébrale essentielle au bon déroulement de [I'homéostasie
énergétique (et sur laquelle les potentiels effets secondaires de molécules
pharmacologiques sont trop souvent inenvisagés). L’ensemble de ces travaux
nous a egalement permis de renforcer I'implication du NO dans cette régulation
tout en apportant des éléments nouveaux dans la compréhension des
dysfonctionnements observés en condition d’obésité. Toutefois, de nombreux
mécanismes restent encore a comprendre, justifiant donc de nouvelles études.

Ces dernieres devront étre axées aussi bien sur les communications établies
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par les organes périphériques entre eux que sur les communications établies

par ces autres organes avec I'’hypothalamus.
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V.

Annexes

Durant ces 3 années de doctorat, nous avons eu I'opportunité de participer a
plusieurs autres travaux portant sur l'implication de I'hypothalamus dans le
cadre de la régulation de I'homéostasie glucidique au travers de plusieurs
collaborations scientifiques. Les publications résultant de ces collaborations

sont présentées en annexes.

Le premier article présenté est un article de Colombani et al *®, paru dans la
revue Diabetes en 2009. Cette étude met en évidence l'implication d’'une
altération de la signalisation rédox-sensible dans I'hypersensibilité cérébrale au

glucose observée chez le rat Ziicker obese.

Le deuxiéme article présente une étude menée par Fioramonti et al >*°

publiée
également dans la revue Diabetes en 2010. Ce travail met notamment en
évidence un role du NO hypothalamique dans la détection et la résolution de

I’hypoglycémie cérébrale.

| 531 résumant I'état

La derniére publication est une revue de Castan-Laurell et a
des connaissances actuelles sur les relations entre I'apeline, le diabéte de type
Il et 'obésité. Les résultats de nos travaux concernant I'implication de I'apeline
centrale dans la régulation de I'homéostasie glucidique y sont donc largement

évoqués. Cette revue est parue en 2011 dans Endocrine.
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ORIGINAL ARTICLE

Enhanced Hypothalamic Glucose Sensing in Obesity:
Alteration of Redox Signaling

Anne-Laure Colombani,' Lionel Carneiro," Alexandre Benani,' Anne Galinier,! Tristan Jaillard,'
Thibaut Dupare,' Géraldine Offer," Anne Lorsignol,' Christophe Magnan,® Louis Casteilla,’

Luc Pénicand," and Corinne Leloup’

OBJECTIVE—Recent data demonstrated that glecose sensing
in different tissues is initiated by an intracellular redox signaling
pathway in physiological conditions. However, the relevanece of
such a mechanism in metabolic disease is not known, The aim
of the present study was to determine whether brain glucose
hypersensitivity present in obese Zicker rats is related (o an
alteration in redox signaling.

RESEARCH DESIGN AND METHODS—DBrain glucose sens-
ing alteration was investigated in vivo through the evaluation of
elevirical aclivity in arcuate nucleus, changes in reactive oxyvgen
sprecies levels, and hypothalamibe glocose-induesd insulin secre-
tion. In basal conditions, modifications of redox state and
mitochondrial lunctions were assessed through oxidized glota-
thione, ghitathione peroxidase, manganese superoxide  dis-
mutase, aconitase activities, and mitochondrial respiration,

RESULTS—Hypothalamic hypersensitivity 1o glucose was char-
acterized by enhanced electrical activity of the arcuate nucleus
and increased insulin secretion at a low glicose concentration,
which does not produce such an effect in normal rats, It was
assockated with 1) increased reactive oxygen species levels in
response o this low glucose load, 2) constitutive oxidized
environment coupled with lower antioxidant enzyme activity at
both the cellular and mitochondrial level, and 3) overexpression
of several mitochondrial subunits of the respiratory chain
coupled with a global dysfunction in mitochondrial activity.
Moreover, pharmacological restoration of the glutathione hy-
pothalamic redox state by reduced glutathione infusion in the
third ventricle fully reversed the cerebral hypersensitivity to
glucose,

CONCLUSIONS—The data demonstrated that obese Ziicker
rals’ impaired hypothalamic regulation in terms of glucose sens-
ing is linked to an abnormal redox signaling, which originates
from mitochondria dysfunction. Diabetes 58:2189-2197, 2009
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Mixte de Recherche T0G0, Centre National de la Recherche Sclentifique,
Université Denis DRderod, Paris, France,
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t is well established that the brain has a eritical role

in regulating the energy needs of the body (1), Both

carbohydrate and lipid stores are monitored by the

brain using metabolic, hormonal, and neural signals
from the periphery (2,3). These signals enter the brain and
trigger neuroendocrine and autonomic responses thal
maintain energy homeostasis (4,5). Among the metabolic
signals, gluecose has long been identified and the physio-
logical relevance of hypothalamic glucoresponsive neu-
rong has been directly demonstrated (G). The molecular
mechanisms underlving the glucose responsiveness of
nevurons in the hypothalamus exhibit f-cell analogy invalv-
ing GLUTZ, glucokinase, and K,y channels (7-10). Re-
cently, a novel signaling pathway involving mitochondrial
reactive oxygen species (mROS) was identified (11-13).
Both pancreatic and hypothalamic studies pointed to
mHhOS a5 a necessary signal to initiate the response to
“glucose sensing” (e.g., insulin secretion). These studies
suggest that a finely controlled mROS production depend-
ing on mitochondrial activity might be considered as a
master physiological messenger in metabolite-sensitive
ciells.

Obesity is a major health problem in Western societies
coupled with a high risk of developing insulin resistance.
Hodent experimental models of obesity display impaired
metabolic and hormonal brain sensing (14), Recent work
demonstrated that the alteration of the hypothalamic
glucose-sensing mechanism was sufficient to induce dra-
matic effects on energy balance correlated to mitochon-
drial abnormalities (6,15). Zicker rats exhibil a strong
presence of obesity and an insulin resistance with dra-
matic autonomic disturbances, that is, moedification of the
sympathovagal balance (16,17). This model is also charae-
terized by cerebral hypersensitivity to glucose, which
initiates an abmormal vagus-induced insulin secretion
(18,19, In this study, we set out to determine the role of
redox signaling in hypothalamic hypersensitivity to glu-
cose in this model of obesity, In addition, hypothalamic
electrical activity has been characterized and shown to be
correlated to aberrant mROS levels, redox state, and
mitochondrial activity. Finally, restoration of the redox
state fully reversed the cercbral hypersensitivity to
glucose,

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Genetically obese (fada) and lean (Fa) male Zucker rats (7 weeks old;
Charbes Hiver) were oused in a controlled environment { F2-h light/dark cycle,
lights on at 700 am, Z2°C) and fed ad libiom (Hadan, Gannat, Framee),
Surgeries amnd experiments were performcd under pentobarbitnl anesthesia
{50 mg'kg, Centravet, Dinan, France) except where noted. All proeedures
inviolving rats were in scoondance with the European Comimanitics Coancil
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Tests:

Cannula Cemotic Pump - (35H measurement
implantation Ang 2 test  implantation - Mitochondrial respiration
. . ' ' - Glucose sensing (3 mg/kg) + ROS
I ———— )
g i g GSHEE Time (Days})
Infusion

FliG. 1. Schematle representation of experimental procedure for redoced glatathione infusion (GSH-EE, reduced glutathione ethyl ester),

Dipective (SGGFEVEEC) and reviewed by a local commiftes. All experiments
were carmied out after o perbod of 3 b Basting beginning ot tine of lights on.
Intracarotid injection of glucose toward the braln, A cotheter wos
ineserted into Use carotil artery and pashed on 5 mm in the cranial direction.
A boldus of 3 or 0 mg'ke glucose in 100wl of adapted saline concentration was
ingjected towand the bruin in 30 s Saline and ghicose in saline solutions werne
euinsmolsr (CHE m=m)

Newronal activity recordings. Multiunkt recordings within arcuate were
made using a1 monopolar platinam electrode (Phymep, Pars, France) as
previously described (20} Rats were placed ina stereotaxie apparatios (Dawvid
Kopf), andl arcunte nucleus was targeted according to coondinates obtained
from Paxinos stereolaxic mlass =51 mm posteror (o bregmn, —8.7 mm wmwber
the brain surface, and 04 mm from the midline. Action potentials wens
displayed mwl maved on n computer after initial amplification through o
low-noise amplifier (BIC amplifier, AD Instroment, Rabalol, Frunee), Datn
were digitized with a Powerlab/ap digitbzer, Skgnals were anyplilbed 107 and
fiered at low and high frequency cutolfs of 100 and 1000 He and monktaored
with the Chart 4 compaiter program. Baseline unit activity was reconded for 10
min before infusion of a compound. Mulliunit reconlings were masde in
response oo DN pl intrscarotid ipsilsieral injection of either saline or
Blucose.,

Osmotic pump implantation. Cannals {(Plasties one, Pliymeg) wis targeted
o ther third ventricle (2.6 mm posterior to the bregoo and 104 mm below the
dura}. Four days later, only mis with dipsogenic efects (angiotensin [I, 60
poecl, 3 pl; Sigma-Aldriclh, SL Quentin Fallavier, France) were wsed Tor
mtmmeerebroventricular infisions, Four days lter, the ostotic mindpamp {1
pbh, 3 days, model TKGEE Aleet, Chardes Hiver, 51 Germain sur FArbeesbe,
France] filled eitler with PES-HEPES (5 mmob®) or with ghitathione (1 mol1)
(21 (Sigma-Aldrich) was inplanted under soflumne gas ancsthesin Experi-
mwenls wiere perfomeed 5 days Baver (Fig. 1),

Mitochondrial extraction. Animals were killed by cervical dislocation
Dirains were remaoved and immediately immersed in ice-cold POS-TIEPES (6
mmol1). Disseected lssues wene immersed for 15 min in a buffer A (10 mamold
HEPES, 10 pumold ECL 240 moold sucrose, proteass inhibitor cockiail taldet
[eomplete Mink; Roche, Meylan, France]) and homogenkzed with & dounes
homogenizer (7.5 pl/10 mg tissoes of bufler A). The homogenale was mesus-
pendbed i 125 pl/ 10 mg tissues of bufer A and centrifuged {1000 % g, 10 min,
4°Ch The supernatant was centrifuged (12,000 = g 10 min, 4°C), The
remaining mitoclondrial pellet was resuspended cither in 8.2 V10 mg tissaes
of buffer B {10 mmoll HEPES, 420 numold NaCl, 0.5 mmold Dithothreinod, and
prodease inhibitor cockiail tablet) for Western blot analysis or in 16.5 pl/10 mg
tisees of Mitomed BOS solution (0.5 mmol EGTA, 60 mmaold K-Lactobionate,
20 minol Taurine, 1 mmold KHLPO,, 3 mmold MgCL, 110 numold sucrose, 1
g free fatty acid BSA, 20 mmol] HEPES, and pH = 7.1} for Oy consumption
ek,

Immunoblotting analysis of resplratory chain compleses. Mitochondrial
predeins (10 pg) were separated on SDEPAGE 15% for OXPHOS immunola-
beling, wsing o cocktail of antibodies that recognises resparatory chain
complexes. Afver transfer onto 8 Hybod nrembrane (Amersham, GE Health-
care, Ramonville, Frnee), blocking was performed for | b at room temgsera-
ture in 5% nonfal milk preparcsd in Trisbuffered saline with tween 002%
Maembranes were probed with LS00 of mouse anti-OXPHOS (Mitosciences,
Eurcmedex, Souffelweyersheim, Franee) overnight at 4°C, Specifle bands of
OXPHOS were detected using a gost anti-monse  peroxidase-conjugated
secondary antibady {Amersham} revealed with a chemioluminescence kit
{Amersham) and exposed to swtormdiographic films, Immunolabeled bands
were quantified from densitometry analysis.

0, consumption measarement on mitochondria. Oxygen consumpthon
wies mensured wsing o respirometer (Coygrmph-2k; Oroborms Instrments,
Innsbruck, Austria) as previously described (22 Measurements wens @aken
with sthrring (750 rpmm) in 2 ml of Mitomed ROS ar 30°C, The medium was
eduilibnted with air for 30 min, sl mitochondria (S0 pg) were transfermed
oy the respirometer’s glaos chambers. Mitochondrial respiration was stimu-
Lated by the successive addition of substrates 1, 5, and 20 mmol] glitamate o
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achieve e apparent =tate 2. Then, (01 mmol ADF was added to achieve the
apparent stale 3 respirations, Next, 5 pmold] cortsoy-atractylate (CAF) was
arided to block ATP symhesis and achieve the apparent stade 4 respimtion,
Fimally, | pimal pestissinm cyanide (KON was added to oliain e ionmito-
chondrial O, consumption. Mitechondrial stages 2,3, and 4 were caleulated by
subtmmeting the nonmitochondrial O, consumption from apparent stdes, The
resgiralony control mtio (RCH) was the stale SHo-state 4 ratio. Uneoapled
respliration was assessed wsing ghamate (30 mmol®), CAtr (& pmol1), and
palmitate (3H pmol T} stimudation. Carbony] cyanide m-chlomophenylhydm-
Hadie [l‘l'l'F. A pmed1), a chemical uncoupler, was used o messure the
maxinal respiration. Cwygen consammption was caleulated using DatadGraph
soflware, Medin were prepared according (o the guide provided by Orobanos
In=struments. Teclhdcal sheets are available on the company Web site al
Tuinpefwww, grobaoros. st

ROS level measurement. One minute afler glucose injection. mis were
abecapitaled, brains quickly remdved, and ypothalumi and thalami dissected
on bee-conded glass plate. Braln areas were immediately frozen Innitrogen
liwpaiel amad stored o =S0°C, BOS were assessed with the 2-T-dichlorouores-
cedn diacetate probe (23) {(Invitrogen, Cengy Pontoise, Franoe) and quantified
in a fuorescent plate reader 11 535 nm under excitation at 490 nm using a
microplate reader (Victor Wallnee, Ferkin Elmer, Courtalaoeuf, Frunee),
Aconitase activity measurement. Maximum aconitase setivily mensire-
ment was performed wsing o protocol already described (24) The photo-
chrome was measured ol 525 nm using the TNTRON Spectrophotomster S22
Enzymatic and nonenzymatic antioxidant. Tisae pieces were homoge-
nized inn bysis saline sobution (3 mmald EDTA, 1560 manold KCL and pH = 74)
Homogenates (50 1) mixed with 450 ] of 5% metaphosphorée ackd wene then
centrifuged {1,500 = g 10 min, 4*C)k Final supermatam wis used for
glutathione and antloxidant enzyme assnys. Glutnthione assay was performed
by reversegliaese high-performance Bguid choomatogeaphy (HPLC) as previ-
ously described (26). Total glusbiomne (G5x) was the sum of medaced
dlutathione (GSH) and twolold oxidized glutathione (GS50G) concentrtions
([G3x] = [2 X GESG) + [GSH]L We then cadeulated the pedox State of
ghuathione as (GESGGER) * 10 Superoxbde dimutase (S0D) activity
{manganese superoxide dismatase [MnS0D] sl Cwin SO0 was assayed
u=ing the inhibition of pyregallol autoxidation (26, One encymatic wnit of
SO0 activity was defined as the anount of engynve that inhibited pyrogallol
autoxidation by 5%, Glutathione peroxidase (GPx) activity was measured
u=ing hutylhydroperocide as substrde (27 One encymatic it of GPx
activity corespomds o the oxidation of 1 mneaol of NATFPHmin.
Mitechondrial quantification. Citrate synthase resay wis measured accord-
ing to the procedure of Srere (28): one eneymatic unit of citmabe symthaese was
eiqual fo il peduction of 1 nmol of 55 dithbobis-Z-nirobenzobe acid per min.
Cytochrome oxidase aetivity. Fresh hypothalami were homogenized in cold
badfler (.25 mald sucrose, 5 mmol] TES, and pH = 7.2 and cyclooxygense
activity measured as previously describsed (29,

Froteln assay. Concentration of samples was determined wsing the DO
protein assay kit (Biorwl, Mames la Cogquette, France) acoording to the
manufaciurers instrctions,

FPlasma glucose and insalin concentrations, Plasma wis iselated from the
Bood collected al the mtdail Mood vessels, Gleeose and  insulin wene
determinved using a glicose analyzer (Cme Touch 1) and an wlirasensitive
ELISA kit {Eurobio, Paris, France), respectively.

Statistical analysis. Results are presented as memins = SE. Comparisons
bebween groups were carrbed out for each parameter using Prism 4.0 softwane
{GraphPad Software), A two-way ANOVA was applicd first to detect interac-
tions befween genolype and treatment. When genaotype did nol prodoce any
significant effect, one-way ANOVA was then applied: otherwise, groups wens
analyesd imBependently using Student’s o Mann-Whitney 7 tests when
approgdate. Afer ome-way ANOVA, multiple compariszons of means wene
Turther computed with Kewman-Keuls test. Both Bartlett's and Shaplro Wilk's
tests were abse applicd to check oquality in varanee and nommality of
distribution, respectively. For some paraeters, nonpamneetric Kneskal-
Wallls and Mann-Whithey £ tests were wsed when appropriate, that ks,
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TABLE 1
Charncteristics of Ziicker rats

Insulinemia Glyeemia

Body (g) (liml) ()
Lean 221,50 = butd 26,05 * 326 576 = 0L15
Ubese 258,17 = T 4270 = 2.68 5.96 = 007

Basal values of body weight, insulinemia, and glycemia are ex-
pressed as means = SE (T-weck-old mits), Significant diferences
according to the unpaired Student’s ¢ test (n = 7)) compared with
lean littermates, ***F < (001,

heterogeneity of varanees, For single comparison, that is, lenn versus ohese,
nonpaired Student’s st wos applicil. Significant difference was noted =, *9,
or " op the graphbe representation when P vadoe was <0006, 0.01, amd 0401,
respectively.

RESULTS

Soven-week-old obese Zicker rats were hyperinsulinemic
(142,70 * 2,68 vs. 26,05 = 3.26 pUYml) but normoglycemic
(596 £ 0.07 vs, 5,75 = 0.15 mmol1) (Table 1).

Obese rats exhibit brain hypersensitivity to glucose.
We confirmed the cerchral hypersensitivity exhibited by
obese rats in response to glucose. Thus, 9 mg'kg glucose
injection into the carotid artery toward the brain cansed a
rapid and transient increase of plasma insulin (50 pUfml)
1 min after the carotid injection in lean and obese rats (Fig.
2A) (18,307, When a similar test was performed with a
lower dose of glucose (3 mg'kg), insulin secretion did not
occur in lean rats, By contrast, in obese iicker rats, this
lower dose of glucose was sullicient to produce a rapid

Lean

* i
- (50

60
40
20

Delta insulin (pU/mL) >

Delta glycemia (mM) &

time (min)

and transient increase in plasma insulin concentration.
Amplitude and delay of this 3 mgkg glicose-stimulated
insulin secretion were similar to those observed with a
glucose dose of 9 mg/ke in lean rats (F = 0.5737) (Fig. 24).
These results demonstrate that obese animals exhibit
brain glucose hypersensitivity, This intracarotid glucose
injection did not raise systemic glucose levels at any time
during the test (Fig, 26, Therefore, the insulin response is
only because of cerebral glucose sensing and cannot resalt
from peripheral effects.

Stimulation of multicellular hypothalamic electrical
activity at the low glucose dose in obese rats. We
previously showed that the activation of extracellular
hypothalamic activity in arcuate nuclens in response to
glucose was required to initiate insulin seeretion in normal
rats (12). Here, we explored the effect of 3 mghkg glucose
on extracellular arcuate nuclens electrical activity in both
phenotypes, Basal glveemia at the time of recording was
591 = 0.33, 605 = 022 589 = (.26, and 500 = 0.50
mmold for lean and obese NaClinjected mits and lean and
obese 3 mg/'kg glucose-injected rats, respectively. In lean
rats, 3 mg'kg glucose induced a slight increase in arcuate
electrical activity compared with saline injection (3%,
P =< 0,01} It also indueced a significant increase in electri-
cal evenis in obese animals when compared with saline
injection (71%, P < (L001) (Fig. 3) that differ significantly
from the ones ohserved in lean rats injected with glucose
(F = 0.01). Moreover, in contrast to obese rats, 3 mglg
glucose-induced electrical activity was not associated
with insulin secretion in lean rats.

Obese

ke

- G

£
(=]

Delta insulin (uU/mL)
]

0
-20
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= A —_ GY
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=
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FIG, 2, Hypothalamic hypersensitivity to glucose in the obese Licker rat, A: Insalin secretion in response to glncose, Plasma insulin in obese and
lean rats in respogse (o saline (dotted Line ) or 3 mgkg (G3, dash line) or 0 ngkg (G5, black line ) glacose injection toward the brain, Resulis are
expressed as menns = SE (4 from basal insolinemin at ¢ = 0} Asterisk indicates significant differences according to independent statistical
analysis using Mann-Whitney [ test at t = 1 min, n = G-9 per genotype (*F < L05 and **=F < 0,001), B: No change in glyeemia during the
glucose-sensing Lest. Glyeemia in response Lo saline (dotied line ) or 3 mgkg (3, dash line ) or 8 mgkg (G, black line ) glucose injection toward
the braln. Results are expressed as means = SE (& from basal glyeemin at ¢ = 00). No slgnificant diiferences were detected using two-way ANOVA

analysis at ¢ = 1 min (n = 6-9 per genotype).

diabetes dinhetesjmmmalks org

DIARETES, VOl 58, (CTORER 20060 2181

151



LING IN OBESITY

HYPOTHALAMIC RED

A Macl Glucose 3 malkg

W

1min
B

— 200

3 |
;_'53* 150 .
3 100 _r_. i
E MM
% 50

] :
o o

‘&'

Fltz. 3. Increased hypothalamic electrical activity in response to the
low glueose dose. A: Multianit sample recordings of arcuate nucleas
neuronal acthvity in lean and obese Zdcker rats after the carotid
injection of saline { Nacl} or 3 mg'hy glucose (G3). B Quantification of
multiunit activity recorded in arcuate noclews. Data are expressed as
means = SE corresponding to the percentage of the namber of spikes
measured in lean rats injected with saline, The bar graph depiets the
electrical activity during the first minute after carothl injection of
saline (NalCl) or 3 mg'kg glucose (3) in lean (white bar) and in obese
{0} rats (black bar), Asterisks indlcate significant dilferences accord-
ing to the unpaired Student’s ¢ test (n = 6 per genotype ) ("F < 0005,
=P 2 00, and **EF < (L0001 )

Obhese rats exhibit hypothalamic ROS production in
response to the low glucose load. We measured REOS
levels after saline or glucose injection. For this purpose,
rats were injected through the carotid artery toward the
brain with either the low dose of glucose or saline and
killed 1 min after the injection {(when insulin secretion
occurs), ROS levels were assessed in both hypothalamus
and thalamus. Interestingly, the basal constitutive ROS
lewel, that is, assessed after saline intracarotid injection,
was similar in both genotyvpes (Fig. 4). Glucose stimulation
did not induce a significant change in hypothalamic ROS
levels in lean rats, However, ROS levels were significantly
increased (37%, P < 0.05) in obese rats injected with 3
mg'kg glucose when compared either with obese animals
injected with saline or with lean rats injected with the
same glucose load (P < 0,05, Fig. 4). Thus, low glucose
stimulation mediates an inerease in ROS levels only in
obese rats, No such increase in ROS levels was found in
thalamus, suggesting a regional specificity for this response
(Fig. 514, available in an online appendix at httpdiabetes.
diabetesjoumals.org/egifcontent/ Tull/

db08-0110/DCL).

Abnormal ROS signaling is correlated to an alter-
ation in the hypothalamic redox state. ROS level

results from the balance between ROS production and
212
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FlG, 4. Hypothalamic BOS production of obese rals in response Go the
low glucose load. ROS production in the hypothalomus in response to
saline (NaCl) or to 3 mg'kg gluocose (G3) injection voward the brain
measared in lean (white bar)d and in obese {(Ob) rats (black bar), ROS
level nssessed in hypothalamic area by oxidntion of dichloroflaorescein
diacetate probe | min alfter intracarothl injection. Data are expressed
as means = SE (percentage of the ROS fluorescence observed In obese
rats injected with saline), Asterisk indicates significant differences
aceording to the post hoe Newman-Kenls test (n = <11 per genotype)
(*F < 0.05)

detoxification, We measured enzymatic and nonenzsymatic
antioxidants in basal conditions (i.e., without glucose
stimulation). The glutathione redox state, defined as
GESSGto-45x ratio, as it is the major antioxidant that
scavenges ROS, was oxidized twolold (P < 0.001) more in
the hypothalamus of obese rats (Fig. 543 Glutathione
peroxidase activity was found to be significantly lower in
the hypothalamus of obese rats (266.0 = 28,7 vs. 1660 =
21.5; P = 0.01 in lean vs. obese rats) (Fig. 58). Glutathione
peroxidase activity did not vary in the thalamus (Fig. 518}
The mitochondrial MnSOD activity was also decreased in
obese rats (00102 * 00000 vs. 0.0065 = 0.0008 enzymatic
unit per milligrams proteins; P <2 0,01 in lean vs. obese
rats) whereas extramitochondrial CuZnS0D was not sta-
tistically different between the two genotypes (Fig. 5C and
7). This strongly suggests a mitochondrial defect in anti-
oxidant enzyme activity in the hypothalamus of obese rats.
This is reinforced by the activity of aconitase, an enzyvme
of the Krebs's cyele sensitive to mROS and thus revealing
the intramitochondrial redox state (31). This activity was
significantly decreased {—39%; P = 0.001) in the hypothal-
amus of obese Zicker rats (Fig. 5F). Altogether, these
results demonstrate that the hypothalamic redox state is
lower in obese rats than in lean rats, regardless of the
intracellular comparment studied.

Hypothalamic mitochondria exhibit increased activ-
ity in response to substrates. We explored the cyvto-
chrome ¢ oxidase activity (cyvclooxygenase [COX),
complex IV), which reflects the oxidative potential of the
mitochondrial respiratory chain. COX activity was signifi-
cantly increased (51%; P < 0.01) in the hypothalamus of
obese Licker rats (Fig. 64). To get further insight into the
hypothalamic mitochondrial function, oxygen consump-
tion by the electron transport chain was explored on
isolated mitochondria (Fig. 68). We performed titrations
with glutamate (1, 5, and 20 mmaol1) to determine substrate-
driven respiration. We highlighted a greater increase in the
Oy flux in response o glutamate in obese rals compared
with lean ones. This increase was significant for each dose
of glutamate (O, flux in lean vs. obese rats: 1 mmoll,
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Flii. 5. Increased ROS production is lnked to abnormal hypothalamie redox state, A: Obese rats display an abnormal hypothalamic glutathione
redox state. GSH and GSSG levels measured by HPLC in hypothalamic homogenates of lean (white bar) and obese rats (black bar), The redox
state of glutathione was ealeulated as the (GSSGAGSX) ® LN, Asterisk indleates o signliieant difference according to the unpaired Student’s ¢ Lest
(n = 6 per genotype) (***F < 0L001) B Obese rats present a decrease in glutathione peroxidase activity, GPx activity measured in the
hypothalamus of lean {white bar) amd obese (black bar) rats (enzymatic units [e0.]). Asterisk indicates n significant difference according to the
unpaired Stadent's F test (o = 6 per genotype ) (**F < 0.01). C: Obese rats present no dilference in extramitochondrial Cofn SO0 activity, SOD
activity mensured in the hypothalnmos of lean {(white bar) and obese {black bar) rats (enzymatic anits ). No differences according to the anpaired
Student’s f test (n = & per genotype ) were present, [ Obese rats present a decrease in mitochondrial MoS0D activity, Mitochomdrinl MnS0D
activity measured in the hypothalamus of lean {white bar) and obese {black bar) rats {enzymatic units ). Asterisk indicates a significant difference
necording to the unpalred Student’s § test (0 = & per genotype) (*F < L0 E: Ohese rats show a decreased activity of the ROS-sensitive
mitechondrial aconitase, Maximal aconitase activity measured in the hypothalamas of lean (white bar} and obese {black bar} rats {enzymatic

uniis}. Asterisk indicates a signiflicant difference according 1o the unpaired Student’s § test (o = § per genotype) (**%F < 0,001 .

2564 = L03 vs. 6.3 = 056 pmol/[s * mg], F < 0.05 5
mmold, 4.70 = 1.54 vs, 11.63 £ 2.30 pmol(s = mg), P <
0.05; and 20 mmol1, 7.51 = 138 vs, 20,23 = 5.57 pmol/[s =
mg], P = 0.05), revealing a hypersensitivity to this sub-
strate at the level of the respiratory chain. State 3
(substrates/ADP-driven) respiration was assessed  with
saturating ADP concentration. The O, flux 13.25 = 243
pmolis X mg) versus 28.67 = 5.69 pmolis X mg) in lean
and obese rats, respectively, was increased in obese rats
(= 0.05). CAtr, an ATP-ADFP exchange inhibitor, was
then added to obtain the ADP-independent resting state 4,
whereas respiration is only driven by substrates. State 4
was significantly enhanced in obese rats. Finally, the RCE
(RCR = state Jstate 4) in lean rats (1.50 = (L52) was not
significantly different from obese rats (1.50 = 0.19). The
total respiratory capacity induced by CCCP was signifi-
cantly increased in obese rats (36G.43 * 100 pmaol/
[s * mg]) compared with lean ones (2880 = 2.44 pmol/
[s = mgl), £ = 005 (Fig. 6C). Next, we examined
uncoupling respiration. Stimulation of uncoupling proteins
with 300 pmol] palmitate (Palm) did not reveal differences
between lean (2539 = 217 pmol(s * mg]) and obese
(27.83 = 3.86 pmolis = mg]) rats (Fig. 6¥). This result
reveals no diference in uncoupling respiration. In conelu-
sion, these results indicate an increase in hypothalamic
mitochondria activity at the complex [ and IV, as revealed
with glutamate assay and COX activity measurement. The
increase in total respiratory capacity further supports

disbetes dinhetesjmals.org

these data. No difference was found regarding these pa-
rameters in the thalamus (Fig, S10-£),

Expression of the five complexes of the respiratory
chain was examined, Both nuclear (30 kDa subunit of
complex I, core protein 2 subunit of complex II1, and the
a subunit of complex V) and mitochondrial (NDG subunit
of complex | and subunit 1 of complex IV} complexes
encoded were quantified at the protein level by Western
blotting (Fig. 6F). The expression of complexes I, 11, I,
and IV (COX) was increased in hypothalamic mitochon-
dria from obese rats (177, 1563, 128, and 158%), Complex V
expression (105%) was unchanged (Fig. 6F). These results
indicate an increased quantity of most complexes of the
electron ransport chain in the mitochondria of obese rats.

These differences were not caused by a change in
mitochondrial number because citrate synthase activity
was identical in both genotypes (Fig. G07).

Restoration of hypothalamic redox state normalizes
the response to glucose load in obese rats, We decided
to normalize the glutathione redox state in obese rats to
test whether this could explain impaired ROS production
stimulated by the low glucose load (3 mgdkg). Therefore,
reduced glutathione {GSH) was intracerebroventricularly
infused over 3 days using an osmotic minipump, Well-
being of the animals (weight gain and food intake) was
preserved during the infusion (Fig. 524 and #). HPLC
analysis revealed that the GSII chronic intracerebroven-
tricular infusion was efficient to restore GSH redox state
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Fliz 6. Functional study of hypothalamic mitochondria, A: Obese rats exhibit an increased oxidative potential of the respiratory chain. Maximal
eytochrome ¢ oxidase activity in hypothalamic homogenates in basal conditions was signifieantly increased In obese rats. Data are expressed as
means = SE corresponding to the percentage of COX activity in lean rats. Asterisk indicates significant difference according to the unpaived
Student’s ¢ test (0 = 9=10 per genotype) (**F < .01 ) B Obese rats' mitochondrin display o hypersensitivity to glutamate, Pharmacologleal
settings for oxygraphle analysis on isolated hypothalamie mitochondria: glotamate ticration (1, 5, and 20 mmol1) to achieve the nonphosphory.
Inting respirntion; saturating ADP concentration to achieve state 3 respirntion; full inhibition of ATP-synthase by CAtr gives state 4 respiration.
Single comparksons were performed osing the unpaired Student’s £ test to compare lean v obese rats. Asterisk indicates significant difference
{*F = 05 ), £ Obese rats’ mitochondria exhibit an enhanced maximal resplration capacity. Maximal respiration induced by COCP (0.4 pmold]).
Asterisk Indieates slgnificant difference necording to the Mann-Whitney [T test (n = -8 per genotype ) (*F < 0,05 ), I): Obese rats’ mitochomdria
exhibit no unconpling respiration. Uncoapling protein activation indoced by palmitate {FPalm) (300 pmol1). No differences nccording to the
unpaired Stodent's [ test (= G per genotype ) were present. B and F: Overexpression of respirntory chain complexes | to IV in the hypothalamie
mitochondria of obese rats. Western blot performed on isolated hypothalamic mitochondria. Immunoblots were gquantified by densitometry
analysis, Asterisk indicates significant differences according to the Mann-Whitney [7 test (n = §=8 per genotype} (**F < 0,01 and ***F < 0,001 ).
it Mo difference in mitechondrial content. Mitochomdrial content assessed by citrate synthase activity in the hypothalamus of lean (white bar)
anid obese (black bar) rats (enzymatic units [e.n.]). No differences aecording to the unpaived Student’s § test (0 = 6 per genotype) were present.

because their insulin peak was completely abolished in
response to 3 mg'kg glucose, This result indicates a master
role of mROS levels in response to glucose, at least for
the nervous control of insulin secretion (Fig, 700,

within the hypothalami of obese rats (Fig. TA). In contrast,
it did not reverse mitochondrial function as measured on
glutamate titration by oxygraphy (Fig. 7H). ROS levels and
pancreatic insulin secretion were measured after the in-
tracarotid 3 mg/kg glucose injection in glutathione-infused
obese rals, Obese glutathione-infused rats did not have

any more exacerbated ROS levels in response to the low  DISCUSSION

glucose load and exhibited ROS levels similar to those of
normal rats (Fig. 7). Regarding the insulin response, it
showed a full restoration of their sensitivity to glucose

21 DMARETES, V. 68, OCTORER 20006

It has recently been demonstrated that glucose sensing
was triggered by an intracellular redox signaling pathway
in physiological conditions in the pancreas as well as in
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FIG. 7. Hypothalamic redox state after 3 days of intracerebroventricular GSH infusion in obese rats normalizes the response to the low glucose
load. A: Normalization of the hypothalamic redox state, GSH and GESG levels measared by HPLC in hypothalamic homogenates. The redox state
of glutathione was calenlnted ns (GSSGAGSx) = 1ML Resalts are expressed as means = SE of the glutathione redox state. Asterisk indicates
significant difference according to the unpaired Student’s £ test (n = 5-6 per genotype ) {*°F < (L01 ) compared with the obese group. 8: No change
in hypothalamic mitochondrial hypersensitivity (o glutamate in obese glutnthione restored rats, Glutamate titeation (1, 5, and 20 mmol ) in obese
GSH-restored rats (gray bar) did not differ from the vehicle-treated obese rats (black bar). No significant differences present according to the
repeated-measures ANOVA analysis (n = d-6) (P, .. = 0L1676), O Normalization of hypothalamic ROS production. ROS production measured
in obese rnis after vehicle Intracerehroventriculnr infusion and saline carotid injection (Oh NaCl, black bar [n = 2]}, vehicle intracerebroven-
tricular infusion and 3 mg'kg glocose carothd injection {Ob G3, dotted black bar [ = 2]), or GSH intracerebroventricalar infusion and 3 mg'kg
glucose carotid injection (Ob GSH GI, dotted gray bar (e = 7)) ROS levels were assessed on hypothalamic homogenates with the
dichlorofluoreseein diacetate probe 1 min afver carothd injeetion, Data are expressed as means £ SE of the pereentage of ROS Nuorescence of
the obese rats receiving the vehicle intracerebroventricalar and saline carotid injection. Asterisk indicates significant differences according to
the Newman-Kenls test (n = 5-6 per genotype) compared with the obese G3 group (*F < 0005 and **F < 0,01). I: Normalization of insulin
secretion. Plasma insulin assessed in obese rats in response to 3 m@gkg glucoss injection toward the brain {black § and in obese GSI-infosed rats
in response to 3 mg'kg glocoss (gray ). Results are expressed as means = SE corresponding to A from bosal insulinemin ot ¢ = 0, Asterisk indicates
significant differences according to independent statistical analysis vsing Mann-Whitney [/ test at f = 1 min (n = 5-6 per genotype) (***F <

0,001 ).

the hypothalamus (11,12). However, the relevance of such
a mechanism in metabolic disease is not known. We
hypothesized that an alteration in redox signaling in the
brain could participate in metabolic diseases. To test this
hypothesis, we explored redox signaling in the Zilcker rat.
These rats are obese, insulin-resistant, and dvslipidemic
but normoglyeemic. One original feature of this model is
its hypothalamic hypersensitivity to glucose (18). We
specifically aimed to understand whether this hypersensi-
tivity to glucose present in obese Ziicker rats could be
related to an alteration in redox signaling. For the first
time, we revealed that this hypersensitivity was associ-
ated, within the hypothalamus, with 1) an increased ROS
level in response to the low glucose load, 21 a constitutive
oxidized environment at both the cellular and mitochon-
drial level, and 3) an overexpression of several mitochon-
drial subunils of the respiratory chain, coupled with a
global dysfunction in the mitochondrial activity. Moreover,
pharmacological restoration of the hypothalamic redox
state fully reversed the altered cerebral hypersensitivity to
glucose. Altogether, these data suggest that this impaired
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metabolic regulation in the obese Ziicker rat is linked to an
abnormal redox signaling that originates from mitochon-
drial dysfunction.

In normal animals, hypothalamic glucose sensing pro-
motes an increase in hypothalamic electrical activity and
rapid and transient vagal-mediated insulin secretion
(12,19 Moreover, we previously demonstrated that a key
step in these events requires redox signaling because they
were abolished when mROS were quenched (12). The
hypersensitivity to glucose of obese Ziicker rats has been
demonstrated as an abnormal insulin response ocomring
after a low glucose load (3 vs, 9 mg'kg) that is inefficient in
lean littermates (18). We confirmed this data regarding the
peripheral insulin release and reinforced the notion of
cerebral hypersensitivity to glucose in obese rats as as-
sessed by the hypothalamic glucose-stimulated electrical
activity, Indeed, we brought to light an increased level in
the whole multicellular electrical activity in the arcuate
nuclens of obese rats in response to 3 mgkg glucose.
Contrary to lean rats, this enhanced glucose-stimulated
electrical activity was associated with the insulin response
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in obese rats. This suggests that the electrical activity of
the arcuate nuclens in response to 3 mgkg glucose was
high enough to promote insulin secretion in obese rats,
Electrical activity was recorded under pentobarbital anes-
thesia that has depressive effects on nervous activity (32),
thus snggesting a much greater effect on vigil rats. The
multicellular recordings do not allow a distinction be-
tween direct versus presynaptic effects, However, numer-
ous arcuate glucose-sensitive neurons have the ability to
directly detect a change in glucose concentration (3:3).
This cerebral hypersensitivity to glucose may explain the
elevated parasympathetic tone that consequently contrib-
utes to the development of hyperinsulinemia in the obese
Zilcker rat (17,34).

In obese rats, there was a significant increase in ROS
levels within the hypothalamus under low glucose stimu-
lation at the time when plasma insulin increases, ROS
concentration results from the balance between produc-
tion and scavenging. The latter depends on the intracellu-
lar redox state (3536). Glutathione redox (oxidized-to-
total form ratio) constitutes an accurate indicator of the
cellular redox state because glutathione is in large amount
in cells (1-5 mmol1) and considered as the major ROS
detoxifving system (37). It has a pivotal and synergetic
role with many other antioxidants by reducing pro-oxidant
forms (36). In the hypothalamus of obese rats, glutathione
was oxidized twofold more in basal conditions. Decreased
GPx activity in the hypothalamus from obese rats further
confirmed that basal redox state was deeply modified in
this area. To gain insight into the oxidative environment in
the mitochondria, we evaluated MnSOD and aconitase
activity. MnSOD and aconitase, an engyme involved in the
Krebs evele and sensitive to ROS, are exclusively located
in the mitochondria (31). Their activities were decreased
in the hypothalamus of the obese Ziicker rat. In contrast,
CuwZns500D located in the eyvtosol did not vary, Altogether,
these data reveal a constitutive oxidative environment in
the hypothalamus of obese Ziicker rats regardless of the
intracellular compartment (cytosol or  mitochondria),
These results are in line with numerous studies showing a
drop in the antioxidant defenses such as reduced glutathi-
one, a-tocopherol, and catalase in several tissues of obese
Ziicker rats (33,39). Finally, the more oxidized cellular
environment within the hypothalamus of obese rats could
partly explain why an increased ROS level in response to
the low glucose load is not bulfered as in lean rats.

ROS are produced by electron leakage during mitochon-
drial metabolism, and the rate of their formation is en-
hanced as the mitochondrial metabolism increases (40—
42), We explored the mitochondrial function in the
hypothalamus of Ziicker rats. First, the oxidative ability of
the respiratory chain as determined by the eytochrome ¢
oxidase activity, the total respiratory function as assessed
with saturating substrate, and the chemical uncoupling
were all significantly increased in the hypothalamus of
obese rats, Second, the apparent affinity of the mitochon-
drial respiration for substrate was higher in obese rats as
assessed by glutamate titration. Third, altered expression
of mitochondrial complexes (I to IV) was increased in
obese rats, These results are consistent with previous
studies showing an increased oxidative capacity in the
muscle of such rats, associated with an inereasing number
of functional units in the mitochondrial respiratory chain
(43,44). No change in mitochondrial nomber was observed
in the hypothalamus of obese rats as revealed by citrate
synthase activity assay. Furthermore, it may be stressed
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that all these alterations are specific to the hypothalamus
becanse no change was observed in the thalamus, Taken
together with the absence of complex V modifications, the
alterations seen between complexes [ to IV may result in
an enhancement in respiratory chain constraints (45). As
an improved mitochondrial metabolism promotes ROS
production under stimulation, this could represent the
molecular basis of the abnormal increased ROS levels
within the hypothalamus of obese rats in response to a low
glucose load, in concert with the higher oxidized environ-
ment. One can speculate that the excessive mitochondrial
HOS production might be a primary and causal link with
the overoxidation of the redox state.

Recent observations from our laboratory and others
(12,15,46) argue that ROS are part of hypothalamic activity
control for the regulation of energy homeostasis. To date,
ROS have been proposed as messengers in brain glucose
and lipid sensing (12,46}, For example, fasting abolished
increased ROS in brain lipid sensing by increasing hypo-
thalamic mitoechondrial uncoupling (46); ghrelin signals
are ROS-dependently integrated in NPY/AgRP neurons
(15}, Moreover, this latest study suggests that ROS signal-
ing takes place in the neuronal population, although other
cell types remain to be explored.

Here we show for the first time that dysfunction in
hypothalamic redox signaling could be the molecular basis
for impaired brain glucose sensing and might explain some
features of the metabolic defects in obese rats such as
hyperinsulinism. This has been strengthened by the exper-
iment using a pharmacological approach (GSH treatment)
that normalized the glutathione redox state, Indeed, such
normalization reversed the increased ROS level as well as
peripheral insulin secretion in response to a low glucose
load (3 mg'kg). These findings highlight the necessity for a
fine and balanced level of ROS dependent on the mito-
chondrial metabolism and the redox environment, which
is required to trigger the appropriate redox signaling in
response to glucose,

In summary, we demonstrated that the cerebral hyper-
sensitivity to glucose in obese rats results from hoth
impaired redox signaling and increased mitochondrial
respiratory  chain activity that lead 1o excessive ROS
levels. One can postulate that these increased ROS levels
activate redox signaling involving ROS-sensitive voltage-
dependent channels (47,48). Changes in channel confor-
mation will then modulate electrical activity that in turn
triggers vagal-mediated insulin secretion. To determine
whether hypothalamie mitochondrial dysfunction is of
primary importance in the eticlogy of the hyperinsulinism
in obesity, long-term treatment aiming to normalize redox
state would provide interesting clues.
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ORIGINAL ARTICLE

Ventromedial Hypothalamic Nitric Oxide Production Is
Necessary for Hypoglycemia Detection and

Counterregulation

Xavier Fioramonti," Nicolas Marsollier,” Zhentao Song,' Kurt A. Fakira,! Reema M. Patel,’
Stacey Brown,” Thibaut Dupare,® Arnaldo Pica-Mendez,! Nicole M. Sanders,” Clande Knauf,
Philippe Valet,* Rory J. McCrimmon,* Annie Beuve,! Christophe Magnan,” and Vanessa H. Routh®

OBJECTIVE—The response of ventromedial  hyvpothalamic
(VMH) glucose-inhibited newrons (o decreased glucose is im-
paired under conditions where the counterregulatory response
(CHR) to hypoglyeemia is impaired (e.g, recurrent hypoglyee-
mia). This suggests a role for glucose-inhibited neurons in the
CRR. We recently showed that decreased glucose increases nitric
oxide (NO} production in cultured VMH glocose-inhibited new-
rons, Thess in vitro data led us 1o hypothesize that NO- melease
fromn YMH glucose-inhibited neurons is critical for the CRR.

RESEARCH DESIGN AND METHODS—The CRR was evalu-
ated in rats and mice in response (o acute insulin-induced
hypoglveemia and hypoglyeemic clamps afler modulation of
brain NO signaling. The glucose sensitivity of ventromedial
nuclens glucose-inhibited nearons was also assessed,

RESULTS—Hypoglyeemia increased hypothalamie constitutive
MO synthase (NOS) activity and neuronal NOS (nNOS) but not
endothelinl NOS (eNOS) phosphorylation in rais, Intracerebro-
ventricular and VMH injection of the nonselective NOS inhibitor
Nimonomethyl--arginine (NMMA) slowed the recovery o
euglycemia after hyvpoglycemia. VMH -NMMA injection also
increased the glucose infusion rate {GIR) and decreasaed epineph-
rine sceretion during hyperinsulinemichypoglyeemic clamp in
rats, The GIR required to maintain the hypoglycemic plabean was
higher in nNOS knockowt than wild-type or eNOS knockoul mice.
Finally, VMH glucose-inhibited neurons were virtually absent in
nNOS knockout mice.

CONCLUSIONS —We conclude that VMH NO production is
necessary for glucose sensing in glucose-inhibited neurons and
full generation of the CRRE to hypoglveemia, These data suggest
that potentiating MO signaling may improve the defective CRE
resulting from recurrent hypoglycemia in patients using intensive
insulin therapy. Diabetes 59:519-528, 2010
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ntensive insulin therapy significantly reduces the
onset and progression of hyperglycemia-related
complications in patients with type 1 and advanced
type 2 diabetes, However, intensive insulin therapy
also causes a clinically adverse effect: hypoglycemia (1).
Powerful neuroendocring and autonomic counterregula-
tary mechanisms protect the brain from hypoglycemia
(2,3). These protective mechanisms, known as the coun-
terregulatory  response (CRR) to hypoglveemia, involve
the release of hormones (e.g., glucagon, epinephrine) that
restore euglveemia by stimulating hepatic glucose produc-
tion and inhibiting peripheral glucose uptake (3). Although
the physiology of the CRR is well understood, the under-
lving cellular mechanisms by which the brain senses
hypoglycemia and initiates the CRR remain elusive.

During hypoglycemia, central and peripheral glucose
sensors detect declining glucose levels (43, In the brain,
the ventromedial hypothalamus, which includes the arcu-
ate nucleus and the ventromedial nueleus (VMN), is im-
portant in the initiation of the CRR (5=7). This region
containg  specialized glucose-sensing nearons  (GSNs).
Ventromedial hypothalamic (VMH) GSN electrical activity
is regulated by physiologically relevant changes in extra-
cellular glucose levels (8-<11). Glucose-excited neurons
decrease, whereas glucose-inhibited neurons increase,
their input resistance, membrane potential, and action
potential frequency when extracellular glucose is reduced
(10). Many studies suggest that VMH glucose-inhibited
neurons play a critical role in the control of the CRRE (4).
For example, the response of VMH glucose-inhibited neu-
rons to decreased glucose is impaired under conditions
where the CRR is impaired (e.g., recurrent hypoglycemia)
(12,13).

Mitric oxide (NO) is a gaseous messenger produced by
MO synthase (NOS), Two classes of NOS have been
identified in the brain: the inducible NOS (iNOS) and the
constitutive NOS, which includes the neuronal NOS
(nNOS) and endothelial NOS (eNOS) isoforms (14). Hypo-
thalamic NO is involved in the regalation of food intake
and glucose homeostasis (15=18). In support of this, we
have recently shown that VMH glucose-inhibited neurons
produce MO via nNOS in response to decreased extracel-
lular glucose levels (19,20), Therefore, in this study, we
test the hypothesis that NO production by YMH glucose-
inhibited neurons is necessary for the CRR to hypoglyce-
mia, We tested this hypothesis using a combination of in
vivo and in vitro techniques in wild-type rats and mice as
well as in transgenic nNOS and eNOS knockout mice.
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RESEARCH DESIGN AND METHODS

All procedures were approved by the Instdutional Animal Core pnad  Use
Commilter at the University of Medicine and Dentistry of New Jersey, Adult
male Sprague-Dawley mis were purchassd from Chares Biver. Adult G- to
Bweek-old CATBLA wild-type, nNOS knockout (D6 12054 Noa ] ™™}, and
#ROS knockout (B6120P2-Nost™ 00 mice were purchased from The
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). Anlmals were housed individually and
maintakived on & 12-h Hght'12-h dark schedule st 22-53°C with ad Hbinm
neeess to food and water
In vive experiments
Surgical procedures. Rats were anesthietiasd with sodium. pentobardbitnsd (50
gk g Crntion  and mice, with ketomineSoyvlaeine (808 mgkg i.p; Bioniche
Prarmallopd Labomtories). Visoular cathetens wens susgically implanited in the
left enotic] anidfor the rght jugular veln in s, and o vasoulsr cotleler was
Imyplanited i the right jupalar vein in mice. The catheters were filled with heparin
{10 units ) auwd flusted cvery other day. Additbonally, rats recelved & stereotaxie
implantation of microinjection conmula guide positioned  1-mm- dorsal to the
ventromedial hypethalmnes or in the right lnferal ventricle secording to stepen-
taxic coordinates (VMH camnulntion; from bregmae —2.5 mm anberior-posterior,
=L1F mm mediskbderal, aml =85 mm domsabventrl, of aoangle of 200
intracerebroventricubar [ICV] canmulntion; from bregma: — L0 mm anterior-
pussterior, — L4 mm mediallaternd, and —4.0 mm dossabventmi),. Ankmals wene
allowesd] 5=T doys to recover from surgery and were handled every day, Animals
that el el recover (o thelr presurgeny body wedghts wene excladed from e
sy, For probe placement, &l the ond of ach experiment, cannisda placeinent
wars werilied by msthyl-blue (Signea) injeciion
Experimental procedires. Animals undergolng hyperinsulinemdehypogly-
cemibe clamps were sither fasted overnight (rats) or for 5 b (8200 s to 2:00
s mieeh. Two hoars before the start of the study, catheters were extemal-
izedd o side the coige Lo minkmize investigaior interaction and were comvected
to infusion pumps. Staring 50 min before Insulin infection (see below), one
group of rals wies infused intrmcencbroventricalary (0.4 plimin, 2 h), whensas
another group was ijected in e ventromedial lypolbalamos (001 plimin, 10
min) with ope of the following compounds in artificin cerebrospinad Muid
(25K, containing in md: L35 XMaCL § KCL | CalCl,, 1 MgCL, 14 HEFES, pH =
Tk Nemonomethyl-t-arginine (-NMMA; 50 mmold in aCSF), 1H-{124]
oxadiazalo-|4 Falquinoxalin-1-1 (ODG; 01 mmal] in aCSF containkg 0.01%
DME0L The control for t-NMMA was injectsd with aCSF, whereas the controd
For CRDAG was injected with DIMSO (0.1% in aCSF),
Acurte insulin infusion. Ras {100-150 @) were injected with an insulin ol
{1 wnit/kg: reguakar haman insaling ER-Lilly ) throwgh the jugalar catheter 30 min
after OV or VMH infusion. Blood glecose wis monitored every 15 min froan
B0 to 120 min after insulin infusion via tail prick.
Hyperinsulinemichypogiyemmic clamp. Surting 20 min after VR or ICV
infusbon, rats (300350 g) or mice {7T-5 weeks old) were injected throwgh ihe
Jugular catheter with an insulin bolus (mis: 0.4 anitskg; mice; | unitkg) to
dbecrease glyeemia to 5 ngghdl within $0- 40 min. This time course was wsed
hased on the results of Saberi et al (21), soggesting that bein versus
peripheral gheeose sensors predominate in CRE intintion when blood glucose
decreases rapidly. After this bobuis, animals were perfused with insalin at 1.2
units © kg™' - h' for 90 (rat=) or 120 (mice} min Glucose (20%) was
eoepreriused with insulin 1o maintain plasma glocose hevel of 50 mghdl. The
concentration of blood ghicose was measured every 10 min via tail prick. For
clamps carricd ot in rats, arterial Mood samples (B0 pl) taken from the
carothd catheter were collected ac O, 30, 50, and ) min for subsequent
measurement of plasma ghieagon, epinephrine, and norepineghrine. Glu-
cocnrticoid levels were not nveasured becanse ey are nod an essential aspect
of the recovery from an acute hypoglycemic challenge (for review, see |22])
For glecagion, 250 pl of blood was collscted in chilled tulses containing EGTA
(L6 mg'ml; Sigma) and aprotinin (250 KIU/ml; Sigma). For catecholamines,
blood was collected in chilled tubes comntaining reduced  ghatathions (1.2
mgml; Sigma) and EDTA (L5 mgmk Sigma). After removal of plasma,
erythrocytes from experimental s were resuspended inan equivalent
volume of sterile Mall 009% and reinfised after each bWood sampling to
prevent volume depletion, For mice clamp, trank blood was collected at the
end of the clamp in chilled wbes containing meduced ghtathione (1.2 mg/mk;
Sigma) and EDTA (1.8 mg'ml; Sigma) for plasma eplnephrine and norepineph-
rina: measuremend.
Flasma glucagon and catecholamine determinalion. Plasma glucagon
concentrations were determined using commercially svnilable mdisimmuna-
assay kit (Lineo Hesearch), Flasma epinephrine and norepinephrine concen-
trations were analyzed by high-performance liquid chromatography nsing
ehectrochemical detection (ESA Bioschenoes, Acton, MAJ,
Fhosphorylated-NOS Western blot, Hats (100-150 g) were injected with
saline or insulin (2 unitskg, so.) and killed 60 min after by an overdose of
sodium pentobarbital {Euthasol, Virbae, Fort Worth, TXL The venitral hypso-
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Uhalamus wis quickly harvested, snap frogen, and stored ol =B0°C. Bradn
samples were lysed over ice in lysis bafer (150 mmald NaCl, 0.02% sodinm
nzidbe, 10 mmaold HEPES, 50 mmoll NalF, &, 1% 508, 0.5% deoxycholic acid, 1%
Monbdet P00, 0.2 mmald phenylmethyisulfonyl fiuonide, 2 pgiml pepstatin-A, 2
paml leugespding aoad 2 pg'ml aprotinin), Cytosolic lvsate supemlants wene
collected by centrifugation st 140000 for 10 min at 470, Protedn (15 pg) was
electrophoresed mwl tmpsfermed to nitrocelidose membranes, Immunodetec-
tion with primary antibodies was performcd for 12 hoat 4°C: phosphorylated-
NOS (F-nMNOS; aNOS-Ser 1TIT) LR (Millipore), phosphorylated eNOS
(eNOSSer 1ITT) 15,000, and nNOS amd oX0S 12,500 (Coll Signaling). After
washing, secondary antibady (donkey anti-rabbi; Jackson lmmunoResearch)
was mdidbed ot 121,000 for 1 h at rooan temperatre, Sigrols ane visaalioed asing
ECL kit (Thermo) and gquantified using Scion lmoge. Resulls are presented as
percentage of control after normalization to total nNOSENOS,

NOS ochivify. WOS activity was quantified osing the radiodetection kit
(Calblochem) based o the bhschemical comversion of |*H-e-arginine to
|"I!-§|.-|.'i1:rulli|1r by NOE To distinguish [‘n"'-dn.lprruh‘nl constitutive NOS
aclivity (nNOS 4+ eXN0S), from Ca®-tmbepenclent iINGS sctivity, hypothalamic
homogenates were prepared as above and divibed into two sets of samples,
o of which omiited cabeium in the assay mediem for measurement of 805
activity.

L witro experiments

Electrophysiology. Coronal brain slices (250 ) from wild-type and nN0S
levise kot mice (5-7 weeks old) were prepared as previously described (8,230
Briefly, vinble neurons were visunlized under infmred diferential-interference
contrast microscopy (DM LFS microscope; Lefea Microsystems), Current
clamp recordings (standard whole-cell configurntion) from VMN newrons
wirre performed using o MultiClomg TO0A (Axon Instrunvents) and analyzed
using pOLAMPS software, Diring recording, braln slices wene perfused ac 10
mbmin with normal cogygennted artificial corchrospinal uid comtaining (in
mMy: 156 Natl, 1.9 KCL 1.2 KH.PO,, 26 NaH(CO,, 2.4 CaCl, 1.3 MgCL, 256
gurose; 30310 mi=M, pH 7.4} Borosllicate pipettes (5-5 M{Y; Sutter
Instrament ) woere Alled with an intmcellular salution containing (in mM): 1258
K-gluconate, 10 KCL, 4 ROH, 10 HEPES, 4 Mg(1,, 0.6 CaCl, 5 EGTA, and 2
NG ATP (pll 7.2; 200-300 misM). Menbrme potential, action potential
Crequeney, and bl resdstanee in response 6 constant hypempolanizing pulse
(20 pA) were monitonsd as extrecellular glucose level was changed from 2.5
1o kL mmobd as described in figures.

Celtnlar imaging. VM nearens were prepared using a protocol modified
from Murphy ¢t ol (24.25) (see supplementary data for detadled protocol,
available o an online appendix at haipediabetes. disbetesjourmnala.ong/'cgl’
content Tl dbEhyphen M2 LTCL), VML newmons were perfused in s chosed
chamber at 006 mlimin with oxygenasted extracellular solation containing (in
mMy: 132 NaCl, 5 KCI, 045 KH PO, (.45 NaH PO, 1.2 CaCly, 0.6 MgCL, 0.4
Mg=0,, 5 HEPES, 2.5 glecose (pH 7.3 osmolarity adjusted to S0 =310 mOsM )
In the presence of 0.5% membrane potentlal dye (FLIPE-MPDx Molecular
Devices, Sunmyvale, CA), Alter 10 min of squilibration, VMH neurons wers
perfused with the same extracellular solution comainig 001 ol gloooss
for 15 min followed by 15 min ot 2.5 mmob] gheeose, ITnage scquisition and
analysis were performed as previously deseribed (24,25) Neurons wiene
considersd as glucose-inhibited wearons when their fuorescence intensity
reversibly increased more than 25% in response Go 00 momald gleeose. Data
are expressed in percentage of ghicose-inhibited nearons detected per dish.
Hypothalamic NO real-time measarement, Wilid-tyge mice were killed by
decapitation without anesthesia. The hypothalamus was quickly harvesied
and maintained i 200 @l Krebs-Ringer oxygenated soluthon containing 2.5
mmald glucose at 37°C. A NOespecilie amperometnic probe (150NOPF 100,
Waorld Precision Instruments [WP), Sarasota, FL) was implanted directly in
thae tissase and KO release was monitored. The hypothalummes was expossd 1o
e following sequence of glucos: concentrations (15 min each): 25, 0.1, and
25 mmwl], The concentration of NO gas in the tissue was measured in real
Lime witly U dhala acquisition system LabTrax (WPL) connected 1o the free
radical analyzer Apollol000 (WPT), Data acquisition and analysis were per-
Formed with DitaTrax? software (WFL. The KOespecilic amperomelric probe
was calibrated as previously described {26}

Data aralgsis. Al data are presented as mean = SEM. Statistical analysis
was performed using Graphpad Prissy 4.0 by two-way ANOVA Tollowed by
Bonfervond post hoo test, ane-way ANOVA followed by Dannett post e test,
or unpaired §lest as deseribed in the fgure legends, P o< 006 indicates
statlstical significance,

RESULTS

Hypoglycemia activates ventral hypothalamic nNOS.
We have previously shown that decreased glucose concen-
tration increases NO production in cultured VMH glucose-
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FlG. 1, Deereased glucose increases VMH NO release, A: Representative trace of ex vive amperometrie measnrements of N0 release from monse
hypothalamus in response to an extrocellular glucose decrense from 2.5 to 0.1 mmoll. 8: Mean frequency and () mean amplitude of NO releass
calealated during the last 10-min recording for each glucose level (n = 4}, *F < 0,05 v=. 2.5 mmol] glocose (one-way ANOVA)

inhibited neurons in vitro using a membrane sensitive dye
(200, To confirm that decreased glucose increases hypo-
thalamic NO production, we performed amperometric
measurement of NO release in hypothalamic chunks ex
vivo using an NO-sensitive electrode. As shown in Figure
1, decreased glucose from 2.5 to 0.1 mmol/] significantly
increases the amplitude (3,5-fold; £ =< 0005) and frequency
(2.1-fold; P = 0.05) of NO release. NO release returned to

disbetes dinbetesfmmmunks org

baseline when extracellular solution was subsequently
raised to 2.5 mmold glueose (Fig. 1),

To provide in vivo evidence that hypoglycemia increases
hypothalamic NO  production, constitutive (nNOS and
eN0S5) and inducible (INOS) activity was determined in
ventral hypothalamus from rats G min after insulin injec-
tion. Insulin-hypoglveemia significantly increased consti-
tutive NOS activity by 1.45 = 0.11-fold. iNOS activity was
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Flt:. 2, Hypoglyoemin increases ventral hypothalamic nNOS activity. A: Yentral hypothalamic constitutive {ofnNOS) or inducible (iNOS) NOS
activity from rats Injected subcutaneously with saline {control, n = 43 or Insulln (2 unliskg; 0 = i) 60 min after injection. B Representative
Western bot (l2fT panel} of ventral hypothalamic total aNOS, phosphorylated aNOS (P-aNOS), total «NOS, and P-eNOS from control or
Insulin-treated rats injected subeutanconsly with saline (p = 5} or insulin (g = 5) 60 min after injection. The right panel shows the quantification
of the ratio between P-nNOS or P-eNOS aml total nNOS or eNOS, pespectively. Data are means = SEM and represented as percentage of saline
where the control group was considered to be 1. *F < 0.05 v contral (unpaired [ test).

not changed {(Fig. 24). Cortical constitutive NOS activity
was not changed in insulin-induced hypoglyeemia treated
rats versus control (data not shown). To determine
whether nNOS or eNOS is primarily responsible for
hypoglycemia-induced hypothalamic NO  production,
Western blots against the phosphorylated nNOS and
eNOS forms were performed. nNOS phosphorylation
was significantly increased by 7.26 = 0.36-fold, whereas
eNOS phosphorylation was not changed (Fig. 28), sug-
gesting that nNOS activation was responsible for in-
creased VMH constitutive NOS activity during insulin-
induced hypoglycemia, These data strongly suggest that
insulin-induced hypoglyveemia stimunlates nNOS-derived
VML NO production.

Inhibition of VMH NO signaling impairs the CRR to
hypoglycemia. We first evaluated the effect of brain NO
on the counterregulatory response to acute insulin<in-
duced hypoglveemia. As shown in Fig. 3, rats infused with
the nonselective NOS inhibitor t-MMMA either intracere-

B2 MABETES, VO[. 58, FEDRUARY 2000

broventricularly or into the ventromedial hypothalamuws
showed significantly lower glycemia at 60 and 90 min after
insulin injection compared with control. Many of the
effects of NO are mediated by its receptor, soluble guany-
Iyl eyclase (sGC) (14). Inhibition of VMH sGC with ODQ
decreased the glycemia at 45, 60, 90, and 120 min after
insulin injection (Fig, 387,

To confirm that VMH NO production is involved in
the CRR, we performed hyperinsulinemic/hypoglycemic
clamps (5,6,21,27). During the hypoglyeemic clamp, blood
glucose was decreased to similar levels in control (52 =
L1 mg/dl} and treated (54 = L0 mg/dl) animals (Fig. 4).
Administration of the nonselective NOS inhibitor 1-NMMA
in the ventromedial hypothalamus significantly increased
the glucose infusion rate (GIR) necessary 1o maintain the
hypoglycemia plateau (Fig. 4). Changes in GIR were
associated with significant decreases in epinephrine levels
at 60 and M min in -NMMA-treated animals (Fig, 4).
Glucagon (Fig. 4) and norepinephrine (data not shown)
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FlG. 3. ¥YMHI NO signaling is necessary for recovery to euglycemia after insulin-induced hypoglycemia. Blood glocose levels in response to
insulin-induced hypoglyeemia (1 unit’kg, i.v.) In rats receiving (A) ICV perfosion of aCSF (controls; n = 14) or 1-NMMA (50 mmolfl; n = 143, or
(B) unilateral VMH injection of aCSF (o = 7}, L-NMMA (50 mmold, n = 7)), or QDG (0.1 mmoll, n = 5). %, &7 < 0,03 vs control { twe-way ANOVA),

levels were not significantly reduced. Taken together,
these data show that the VME NO-sGC signaling pathway
is necessary for the full generation of the sympathoadrenal
response to hypoglyeemia,

VMH nNOS is involved in the CRR to hypoglycemia.
To confirm that VMIL nNOS derived-NO is involved in
the CRI, we performed hyperinsulinemichypoglyeemic
clamps in wild-type, nNOS, and eNOS knockout mice, The
GIR required to maintain the hypoglveemic platean over
the last 30 min was significantly higher in nNOS knockout
and lower in eNOS knockout mice compared with wild
type (wild type: 174 * Lémg-kg " min " nNOS: 31.1 *
1L7mg ke " min ' eNOS 128 = L1 mg- kg "« min
P 0005; Fig. 58). At the end of the clamp, epinephrine
levels were significantly reduced in the nNOS knockout
compared with wild-type or eNOS knockout mice (Fig,
H7). There was no difference in plasma norepinephrine
levels between groups (data not shown). Because the
initial blood glucose level was lower in nNOS knockout
than wild-type mice (nNOS knockout: 136 = 6.4 mg'dl
versus wild type: 179 £ 7.5 mg/dl; P < 0.05), we measured
plasma insulin and liver glycogen content in another group
of mice after 5-h fast. Neither plasma insulin nor liver

dinbetes, diabetesjoumals.org

glveogen concentration was  different  between nNOS
knockout and wild-type mice (insulin: wild type: 0.58 = 0.2
versus nNOS: 052 = 0.1 ng'ml; glycogen: wild type: 235 =
2.8 versus nNOS: 24.7 = 5.3 mg'g of liver; n = 4; P = (L0G).
These data show that NO produced specifically by the
nNOS isoform is necessary for the full generation of the
CRR.

nNOS is necessary for glucose sensing by YMH glu-
cose-inhibited neurons. Data from our laboratory ancd
others suggest that VMN GSNs play a role in sensing
hypoglycemia and initiating the CRR (9,13,27-32). Because
we showed above that the CRR is impaired in nNCS
knockout mice, we wanted to determine whether the
glucose sensitivity of GSNs is also impaired. We used
whole-cell current clamp recording techniques o measure
the membrane potential, action potential frequency (APF),
and input resistance of VMN neurons in response to
decreased glucose levels from 2.5 to 0.1 mmold in wild-
type and nNOS knockout mice, In wild-type mice, three
neurons (3 of 36, 8%) were identified as glucose-excited
neurons by a decrease in their membrane potential, APF,
and input resistance in response to 2,5-0.1 mmol1 glucose
decrease, whereas 11 neurons (11 of 36, 30%) increased
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membrane potential, APF, and imput resistance in re-
sponse (o decreased glucose and were identified as glu-
cose-inhibited neurons (Fig. 6A), In nNOS knockout mice,
four neurons (4 of 25, 16%) were identified as glucose-
excited neurons (Fig, 68). In contrast, no glucose-inhib-
ited neurons (0 of 25) were found in nNOS knockout mice
VMN. Results are summarized in Fig. 6C. We confirmed
these electrophysiology data using a membrane potential
sensitive dve in cultured VMH neurons. Whereas 13.0 *
1.2% of VMH nearons were glucose-inhibited neurons in
wild-type mice (14 dishes; 1,352 neurons; T mice), only
24 * 0.6% were glucose-inhibited neurons in nNOS knock-
out mice (12 dishes; 961 neurons; 3 mice; P << 0L03), These
data suggest that VMH glucose-inhibited neuron glucose
sensing is impaired in nNOS knockout mice.

DISCUSSION

This study confirms that decreased glucose increases VMH
NO production in vivo, Moreover, this study supports our
novel hypothesis that NO production is necessary for the
full generation of the CRR and glucose sensing in VMH
glucose-inhibited neurons. Pharmacological inhibition of
VMH NO signaling decreases blood glucose recovery and
impairs the CRRE after hypoglyeemia. Interestingly, the
impaired CRR in mice lacking nNOS is associated with an
almost complete loss of VMH glucose-inhibited neurons,
consistent with our recently published data showing that
NO production is required for glucose-inhibited neurons to
sense glucose (24). We have previously shown that VMH
glucose-inhibited neurons are less sensitive to decreased
glucose under conditions where the CRR is also impaired.
These data suggested a role for VMII glucose-inhibited
neurons in the CRR (12,13,25,31,33). Our current data
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strengthen the hypothesis that detection of hypoglycemia
by VMH glucose-inhibited neurons is a necessary step in
the full generation of the CRR.

We found previously, using in vitro cellular imaging, that
among cultured VMH neurons only glucose-inhibited neu-
rons produce NO in response to decreased glucose, nNOS,
but not eNOS, mediates NO production in VMH glucose-
inhibited neurons (200, In the present study, we confirm
this finding by showing that decreased glucose increases
VMH NO release using an NO-sensitive electrode, More-
over, insulin-induced hypoglyveemia in vivo increases VMIL
NOS activity and nNOS phosphorylation. Because insulin
increases nNOS-derived NO production in eultured VMH
newrons (20), insulin injection may contribute to the
increased VMH NO production during this clinieally rele-
vant form of hypoglycemia. These data strongly support
our hypothesis that nNOS activation during insulin-in-
duced hypoglycemia induces VMH NO praduction in vive.
Cabou et al. (16} recently suggested that cerebral insulin
injection during euglycemia increases hypothalamic NO
production through eNOS. Insulin-induced hypoglyeemia
did not increase eNOS activity in our study. Moreover,
because Cabou et al. did not evaluate nNOS activity, they
did not rule out a role for this NOS isoform in response to
corebral insulin injection. It is possible that prolonged
hyperinsulinemia andfor recurrent episcdes of insulin-
induced hypoglycemia further increase VMH NO produc-
tion through a combined increase in nNOS and eNOS
aclivity.,

What is the role of VMH NO production in energetic
homeostasis during energy deficit? One putative function
for VMII NO production is to increase cerebral blood flow,
leading to increased local nutrient availability. Human and
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animal studies show that insulin-induced hypoglyeemia is
associated with increased cerebral blood flow in many
brin areas including the hypothalamus (34 -36), For ex-
ample, Page et al. (37) recently showed that decreased
blood glucose increased hypothalamic blood flow prior (o
the release of CRRE hommones. One of the main physiolog-
jcal functions of NO is related to the vascular system. The
role of eNOS-mediated NO production in peripheral va-
sorclaxation is well established (38). One of the unigue

disbetes dinhetesfmmmunks org

features of NO as a newrotransmitter is the ability o
diffuse across cell membranes ( 14). Thus, although we did
not see an increase in eNOS activity in our studies, NO
produced in VM glucose-inhibited neurons may diffuse to
adjacent vascular smooth muscle cells lining cercbral
vasculature and cause vasodilatation. However, we think
that this is unlikely becawse Horinaka et al. (39) and
Paulson (407 showed that increased cerebral blood flow in
response to hypoglyeemia was NO independent. These
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data suggest that VM nNOS-mediated NO production
does not play a role in blood flow regulation. This is
consistent with other studies that suggest a role for the
Bradrenergic receptor and/or the ATP-sensitive K' chan-
nel (Kypp) in hypoglycemia-induced increases in cerebral
blood fow (41,42,

Another function of VMH NO production is through the
CRE. We used two complementary approaches to show
that VMIT NO production is a physiologically required step
in the full generation of the CRE. First, inhibition of VMH
NO production slows down the recovery to euglycemia in
response to acute insulin-induced hypoglyeemia, Although
this is the most physiological evaluation of the CRE, it is
diflicult 1o reliably compare the levels of counterregula-
tory hormones between treatments due to vadation in the
actual degree of hypoglycemia. Thus, we also used the
“gold standard” technigue for studying the CRRE: hyperin-
sulinemic/hypoglyveemic clamps, Here we found that VMH
MNOS inhibition increases the GIR and decreases epineph-
rine production during hypoglycemic clamps. Moreover,
the GIR is significantly greater and epinephrine production
lower in nNOS knockout versus wild-type mice. These
data confirm our hypothesis that VAMH NO plays an impor-
tant role in the control of the CRE. However, it is also clear
that the CER was not completely abolished by either
L=NMMA injection or in the nNOS knockout mice. These
findings are consistent with parallel regulation of the CRR
by other central or peripheral glucose sensors, Finally,
both eNOS and nNOS knockout mice exhibit insulin
rezistance (1543), In eNOS knockout mice, there was a
decrease in the GIE to maintain the hypoglycemic platean
that may reflect insulin resistance (1843). The milder
insulin resistance in nNOS knockout mice probably did
not affect the GIR due to the high insulin concentration
used for the hypoglycemic clamp.

The next step was to explore the molecular and cellular
mechanisms by which VM NO production contributes to
the CRE. Our previous studies suggested a role for VMN
glucose-inhibited neurons in the generation of the CRRE

26 DIARETES, VOL. 5%, FERRUARY 2000

because their response to decreased glucose is impaired
when the CRR is impaired (12,13,2831,33). We have ne-
cently shown that NO production via nNOS is necessary for
VMN glucose-inhibited neurons to depolanze in response to
decreased glucose (24). In the present study, VM glucose-
inhibited neurons woere nol detected in nNOS knockout mice
in response to decreased extracellular glucose from 2.5 1o 0.1
mmoll. This glucose concentration decrease, although sup-
raphysiologic, was necessary because we have previously
shown that recurrent episodes of hypoglycemia decrease
the response of VMH glucose-inhibited neurons to de-
creased glucose, In fact, after recurrent hypoglycemia the
response of VMH glucose-inhibited neurons to a glucose
decrease from 2.5 o 0.5 mmol] was almost undetectable;
however their response to a glucose decrease from 2.5 to
0.1 mmol] was intact (13). Thus, using a glucose decrease
to 0.1 mmol1 suggests that functional VMH glucose-inhib-
ited neurons are almost absent in nNOS knockout mice.
The CRR was also impaired in nNOS knockout mice.
These data reinforce our hypothesis that activation of
VMH glucose-inhibited neurons in response to decreased
glucose is critical for the full generation of the CRRE.
Restoration of VMH NO expression in nNOS knockout
mice would lend further strength to this conclusion.
However, the effects of NO are highly dependent on the
localization of intracellular NO production, which, in turn,
is highly dependent on intracellular NOS localization (14).
Overexpressing nNOS or injecting NO donors into the
ventromedial hypothalamus of nNOS knockout mice
would not mimic physiological KO production and could
lead to difficulties in data interpretation. Our data suggest
also that the NO receptor sGC mediates the effect of VMH
N0 on the CER. sGC is expressed in all VM neurons
including glucose-inhibited neurons (20). Cyelic guanosine
monophosphate produced by sGC has been shown to
modulate neuronal activity (17,44), Taken together, these
data suggest that decreased glucose depolarizes VME
glucose-inhibited neurons through NO-sGC signaling and
leads to full generation of the CRE.
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O the other hand, our data suggest that VMH glucose-
inhibited neurons are not the only mediator of the CRE
because the CRR is still present, albeit impaired, in the
absence of NO signaling. VMH glucose-excited neurons
are normal in nNOS knockout mice. Moreover, Miki et al.
(3 showed that the CER was impaired and VMH ghicose-
excited newrons were absent in Kypp-deficient mice.
Therefore, it is likely that VMI glucose-inhibited and
glucosc-excited neurons as well as extrahypothalamic
glucose sensors are needed for the full generation of the
CRE. Interestingly, glucagon but not epinephrine secretion
in response to hypoglyeemia was impaired in the K-
deficient mice (30). In contrast our data indicate that
inhibition of VMH NO signaling impairs epinephrine but
not glucagon or norepinephrine secretion in response to
hypoglycemia. This suggests that different glucose sensors
may control unique clements of the CRE.

In conclusion, the VMH NO-sGC signaling pathway is a
kev component in the generation of the CRR. Moreover,
our data provide strong support for our hypothesis that
VMH glucose-inhibited neurons play a crucial role in the
central detection of hypoglveemia and generation of the
CRR. These data also suggest that potentiating NO signal-
ing may enhance epinephrine secretion and glucose
recovery in diabetic patients exposed to recurrent, hypo-
glycemia. The role of NO signaling in epinephrine secre-
tion in response to hypoglyveemia is extremely relevant for
patients with tvpe 1 diabetes who lack a glucagon re-
sponse. Thus, the NO-sGC signaling pathway may offer
new therapeutic targets to improve the treatment of pa-
tients with type 1 and advanced type 2 diabetes using
intensive insulin therapy.
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Abstract  Apelin is a peptide known as the ligand of the
G-protein-coupled receptor APl Several active apelin
forms exist such as apelin-36, apelin-17, apelin-13, and the
pyroglutamated form of apelin-13. Apelin and API are
expressed in the central nervous system, particularly in the
hypothalamus and in many peripheral tissues. Apelin has
been shown to be involved in the regulation of cardiovas-
cular and fluid homeostasis, food intake, cell proliferation,
and angiogenesis. In addition 1o be an ubiquitous peptide,
apelin is also produced and secreted by adipocytes and thus
considered as an adipokine. This has opened a new field of
investigation establishing a link between apelin and met-
abolic disorders (obesity, type 2 diabetes. etc. ) which is the
focus of the present review. Several studies, but not all,
have reported an increase of plasma apelin concentrations
in humans and in animal models with different metabolic
pathologies. Moreover, important roles for apelin both in
glucose and lipid metabolism have been highlighted as well
as the associated signaling pathways. Apelin appears as a
beneficial adipokine with anti-obesity and anti-diabetic
properties and thus as a promising therapeutic target in
metaholic disorders.
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Apelin and its receptor AP]

The APJ receptor is a G-protein-coupled receptor (GPCR)
identified in 1993 in humans, displaying a close sequence
homology to the angiotensin 1l receptor type | and thus
named AGTRLI [1]. The APJ gene was mapped 1o chro-
mosome 11 and later sublocalized to the locus 11g12. Tts
transcripts were first detected in many regions of the brain
but APJ is expressed in a wide range of tissues [2]. Onee
cloned, APJ murine homologue was shown to emerge
during embryogenesis, especially in the primary blood
vessels and the forming heart [3]. APJ has been shown to
inhibit forskolin-induced cAMP accumulation in transfec-
ted CHO cells [2, 4] to induce the phosphorylation of ERK,
Akt, or p70 56 kinase [5-T].

In 1998, Tatemoto and coworkers purified from bovine
stomach extracts a protein that binds to the “orphan™ APJ
receplor [8]. Based on peptide sequences, they cloned the
corresponding bovine and human cDNA. The gene encodes
o TT-amino-acid polypeptide that includes a secretory sig-
nal sequence. The ligand of the orphan receptor APJ con-
sisted in the C-terminal part of this polvpeptide and was
called “apelin,” for APJ Endogenous Ligand [8]. The
apelin gene has been localized on the X chromosome al
Xq25-926.3 by several mapping studies, including one
reported by the group of O'Dowd whe [irst discovered the
AP] receptor [9].

Apelin gene is expressed in many peripheral tissues as
well as in different brain areas (for review, see [10, 11]). Its
product, namely preproapelin, was found to exist in tissues
under a high molecular weight form consisting in a dimer
owing to disulfide linkage [12, 13]. So far. three active forms
of apelin, consisting of 13, 17, or 36 amino acids and the
pyroglutamated apelin-13 {Pyri1)-apelin-13) originating
from a common T7-amino-acid pre-propeplide precursor,
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have been described. The sequencing of the human, bovine,
rat, and mouse preproapelin has shown that there is a high
sequence homology among the four species and a perfect
identity for the last 22 C-terminal amino acids [8, 9], The
predominant molecular forms of endogenous hypothalamic
and plasma apelin in rats were found to be apelin-36, apelin-
17, and apelin-13 [14. 15]. Pyri | }-apelin- 13 was found to be
the predominant 1soform in human cardiac tissue | 16]. Due
to a higher resistance to degradation, Pyr(1-apelin-13 has
been largely used o study in vivo or in vitro responses and s
considered to be a physiologically relevant APJ ligand [ 10,
16]. The hydrophobic residues of apelin-13 play imponant
roles in interactions with the APJ receptor [17]. Apelin-13
and apelin-36 differ in receptor binding affinity and in their
ahility to affect the intracellular trafficking of the apelin
receptor [14, 18], AP, as a GPCR, could be internalized.
This process involves recroitment of f-arresting to GPCRs
and leads to its desensitization [19]. Apelin-17 was found to
be the most potent inducer of APY internalization and the
removal of a single amino-acid at the C-terminus abolished
this process [4], More recently, it has been shown that
apelin-13-imermnalized receptor dissociated from [i-arres-
tinl, rapidly recycled o the cell surface through a Rab-4
dependent process, while the apelin-36-internalized recep-
tor remained associated with f-arrestinl which may tarzet
the receptor for degradation in lysosome [20].

Given the broad range of physiological actions of apelin,
API represents a new interesting target for pharmacologi-
cal agent design. A mutation of the carboxyl-terminal
phenylalanine in apelin-13 (FI3A) revealed a loss of
function since  concomitant  administration  of  F13A
blocked the hypotensive effects of apelin-13, establishing
F13A as a competitive antagonist for APJ [13]. Very
recently, a novel APJ antagonist has been designed using a
bivalent ligand approach [21]. One of the compounds, a
cyclic peptide was shown to be a competitive antagonist of
API and will open the investigation field for the develop-
ment of further antagonists with good affinity and effi-
ciency. A nonpeptidic agonist has also been identified
using fluorescence resonance energy transfer (FRET) [22].
This agonist (E339-3D6) induced vasorelaxation of rat
aora and inhibited systemic vasopressin release in water-
deprived mice [22]. Its potency did not differ from that of
apelin-17 and thus E339-3D6 could represent a new gen-
eration of vasodilator and aguaretic agents,

Apelin bicavailability also deserves to be better defined,
especially regarding the predominant isoforms circulating
in plasma since numerous clinical studies have reported a
very wide range of apelin plasma levels, in both healthy
controls and in patients with different pathologies. Since
standard immunoassays cannot specifically quantify each
apelin peptide, liguid chromatography/tandem mass spec-
trometry has been adapted to quantify each plasma apelin
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fragment [23], Surprisingly. the main circulating isoforms
of apelin were not detected [23]. These discrepancies
between the peptides guantification by immunoassay and
those detected by mass spectrometry raises a number of
questions and provide evidence that the nature and the
concentrations of the circulating immunoreactive apelin
isoforms is a very important task.

Apelin can also be degraded by the angiotensin-con-
verting enzyme 2 (ACE2). a monocarboxypeptidase
homologue 1o ACE [24]. ACE2 hydrolyses bath apelin-13
and apelin-36 with high catalytic efficiency |24, 25]. Since
different studies have shown that ACE2 is an essential
regulator of heart function [26] and is involved in diabetes
[27], it is of interest to study in parallel ACE2 regulation
alongside with apelin action.

Apelin and APJ regulation during obesity
and type 2 diabetes

Apelin in adipose tissue

Apelin has been detected in adipose tissue by Tatemoto
et al. [2¥] and, later on, the work of Boucher et al. [29] has
demonstroted that apelin was not only produced but also
secreted by adipocytes. Apelin has been then considered as
a new adipokine. In addition, there is a close relationship
between apelin and insulin both in vivo and in vitro [29],
The expression of apelin in adipocytes is increased in
various mouse models of obesity associated with hyperin-
sulinemia. During fasting and after re-feeding in mice, the
pattern of apelin expression in adipocytes parallels the
plasma levels of insulin, In the absence of insulin (strep-
tozotocin-treated mice), apelin mRNAs in adipocytes are
decreased. In cultred 3T3FHM2A  adipocytes, insulin
treatment results in increased expression and secretion of
apelin [29],

Other factors regulate positively the expression of apelin
in adipocytes [11]. TNFa, an inflammatory cytokine ele-
vated during obesitv-associated insulin resistance, increa-
ses apelin expression both in human and mouse adipocytes
[30]. In the gastrointestinal tract. inflammation also
increases apelin expression [31). The role of apelin has not
vet been fully elucidated but it could have anti-inflamma-
tory properties [32]. Overexpression of peroxisome pro-
liferator-activated receptor gamma (FPAR7) coactivator-|
# (PGC1a), a key regulator of cellular energy homeostasis
in oxidative tissues, also induces apelin expression and
secretion in human adipocyte [33]. Eicosapentacnoic acid
(EPA), a polyunsaturated faty acid (PUFA) from the
omega-3 family, increased also basal and insulin-stimu-
lated apelin secretion and gene expression in 3T3-LI1
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adipocytes [34]. Moreover, rats fed a cafeteria diet daily
treated with oral administration of EPA ethyl ester had also
a higher expression of apelin in adipose tissue [35]. Alo-
gether, these data could be in line with the improvement of
insulin sensitivity observed with PUFA treatment [36].

It has been shown that apelin expression increased
during adipogenesis [29, 37] and more recently that
hlockade of the renin-angiotensin system (RAS) amelio-
rates apelin expression and secretion in 3T3-L1 adipocytes
[37]). Thus, through increased apelin production, RAS
blockers could prevent excessive lipid accumulation and
the generation of reactive oxygen species (ROS) in dif-
ferentiating adipocytes [37]. Inhibition of ROS production
by apelin has also been shown in other cell types [38, 349].

Ohesity is related 1o an increase of hypoxia in adipose
tissue and increased expression of the transcriptor factor
hypoxia-inducible factor 1a (HIF-1ap contribute 1o chromic
inflammation during obesity [40]. Different studies have
shown that hypoxia induced expression and sccretion of
apelin by both human and murine adipocytes [41-43).
Moreaver, it has been demonstrated that induction of apelin
under hypoxic conditions is mediated by direct HIF-1
binding to the apelin gene, Since apelin is involved in
angiogenesis, which is essential for adipose tissue expan-
sion, apelin has been proposed o contribute o the devel-
opment of new vasculature in expanding fat depot [42, 43].

Curiously, negative modulators of apelin expression in
adipocyte are not numerous, and only glucocorticoids
(dexamethasone) have described to decrease apelin mRENA
levels in 3T3-L1 cells [44],

API in adipose tissue

AP is present in human and mouse adipose tissue, both in
isolated adipocytes and in the stroma vascular fraction [45-
48]. In contrast, data concerning APJ expression or regu-
lation in adipocyte cell lines (3T3-L1 or 3T3F442A) are
very few., With obesity, AP] expression, like apelin, is
increased in human adipose tissue and this up-regulation
could be reversed after diet-induced weight loss [45]
Interestingly, there is a close relationship between apelin
and AF] expression in adipose lissue, and changes in
insulin levels might be involved for both apelin and APJ
regulations [45]. However, this regulation can be different
according 1o the severity of insulin resistance, During
fasting/refeeding transition, APJ expression is significantly
increased in adipose nssue of HED mice but not in highly
insulin-resistant db/db mice. In a fed state, apelin and APJ
expressions were increased in adipose tissue of HFD mice
compared to control whereas in db/db mice, the level was
stmilar o control mace [47]. In control and type 2 diabetic

subjects  undergoing  an  euglycemic-hyperinsulinemic
clamp, there was no significant difference in the basal state
in apelin and APJ mRNA levels and, after insulin infusion,
API and apelin expressions were increased only in control
subjects. The effect of insulin was completely blunted in
adipose tissue of type 2 diabetie patients. Therefore, these
data underline the need for specific clinical and longitu-
dinal studies in humans o better define the regulation of
this system in metabolic discases.

Plasma concentrations of apelin in obese and diabetic
patients

The first report in humans of plasma apelin concentrations
was shown in obese and hyperinsulinemic subjects [29, 30
where plasma apelin levels are increased. Different groups
also found increased plasma apelin levels in morbidly
abese subjects [49], in patients without a severe obesity but
with impaired glucose lerance or with type 2 diabetes
[50]. In morbidly obese patients with or without diabetes,
apelin levels were only higher in the morbidly obese dia-
betic subjects [51]. However, reduced plasma apelin levels
were deseribed in obese subjects with untreated type 2
diabetes, compared to non-diabetic subjects [52. 53], These
results could be consistent with the fact that after 14 weeks
of anti-diabetic treatment (rosiglitazone and metforming,
plasma apelin levels were increased and the glycemic
profile improved [54]. In women with gestational diabetes,
no significant differences in plasma apelin levels were
observed compared o women with normal glucose toler-
ance [46]. All values obtuincd in the cited studies are
reported in Table 1. Interestingly, in gestational diabetic
lactating women, apelin was present in both colostrum and
mature milk, apelin concentrations being higher in mature
milk [55]. In the serum of the same patients, there was a
trend to lower concentrations of apelin in women with
gestational diabetes compared to lactating healthy women
[55]. The role of apelin in milk and the regulation involved
needs to be further investigated.

Flasma apelin concentrations were also measured in
obese children. In pubertal obese children. apelin as well as
adiponectin levels were lower compared to non-obese
children [56]. However, when comparing plasma apelin
concentration in obese girls (between 14 and 18 years old)
and in girls with either anorexia nervosa or with no
otherwise specified eating disorders. apelin concentrations
were significantly higher in obese compared to healthy
control but lower in patients with both eating disorders
compared 1o healthy control [57]. Recently, no difference
in apelin levels was found and no significant correlations
between apelin and  weight  status, body  fat, insulin
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Table 1 Plasma apelin

concentrations in adulls ohess ?::::‘ = number ;:5.'_:]':““‘" BMI (kg/m’) Reference

and type 2 dighetic paticnts
Control, n = 8 1706 £ 2338 234 £ 06 Boucher et al. [29]
Obese, n =9 2509 4 242 326+ 04
Control, n = 12 212+ 20 207 £ 06 Castan-Laurell e1 al, [45]
Obese, n = 20 Ja9 % 25 22+ 64
Control, n = 12 174 = 14 2&2 Heinonen et al, [49, 60]
Morbide obese, n = 25 736 % 50 L
Control, 1 = 12 1120 £ 510 249 £ X1 Soriguer et al. [51]
Morhide obese, n = 15 1070 £ 103 51.5&£73
Obese and diabetic, 1 = 16 1870 + 122 539+ 75
Control, n = 36 IR0 417 30+32 Li et al. [50]
Glucose intolerant, n = 26 459 4 32 239434
Diabetic, n = 30 498 + 35 235+ 24
Control, n = 11 101.7 £ 3.6 230 £ 04 Dray et al. [47, 66]
Diabetic, n = 12 1278 £ 11.6 30+ 13
Control, n = 40 750 4+ 420 280 4+ 33 Erdem et al, [52]
Unereated diabetic, n = 40 440 4 380 299 4+ 3.1
Control, n = 101 1656.5° .0 Telejko et al. [46]
Gestational disbetes, n = 101 1555.6" 3.8

" Median value

resistance, and cardiovascular risk factors associated with
obesity between 80 obese and 40 lean children [58]. In
children with type | diabetes, plasma apelin levels were
increased compared to non-diabetic subjects [59] suggest-
ing that the lack of insulin in this situation has no impact on
apelin levels.

Changes in apelin levels after weight loss or bariatric
surgery in obese individuals were also investigated. Diet-
induced weight loss decreases apelin levels in moderate
obese women [45] but not significantly in patients with the
metabolic syndrome [60] or in obese children [38]. Bari-
atric surgery resulted in a significant decrease in apelin
levels only in morbidly obese patients exhibiting impaired
fasting glucose or type 2 diabetes before surgery [51).

All together, these studies underline that obesity, per se,
is probably not the main determinant of increased plasma
apelin concentrations since circulating apelin levels are not
necessary significantly correlated 1o the body mass index
(BMI} in all the published studies [46, 51, 55, 58]. How-
ever, plasma apelin or changes in plasma apelin concen-
trations were found to correlate significantly with serum
triglycerides, glucose  [51], TNFx [60], HOMA-IR,
{(Homeostasis Assessment Model of Insulin Resistance)
[45. 50, 61]. and HbAlc [47].

Finally. a polymorphism study performed in China on
3700 subjects (1,892 patients with type [T vs, LROO con-
trols) described a strong association between a variant of
the gene for apelin and plasma levels of fasting glucose in
the Han population [62].
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Effect of apelin on insulin secretion

The first evidence of an involvement of apelin on insulin
secretion came from the study of Sorhede Winzell et al.
showing that apelin inhibits insulin secretion stimulated by
glucose in vive in mice and in vitro in isolated islets of
Langerhans [63]. Apelin-36 was used in this study and had
no glucose-lowering effect by itsell. More recently, apelin-
13 was also shown w inhibit insulin secretion stimulated by
high glucose concentrations (10 mM) or potentiated by
GLP-1 in INS-1 cells [64]. The intracellular pathway
activated by apelin invelves a decrease of cAMP (or GLP-
I-stimulated ¢cAMP production) in the f-cells by a PI3-
kinase-dependent activation of phosphodiesterase 3B rather
than the inhibition of adenylyl cyclase. Interestingly, the
dose-effect of apelin was biphasic. and maximal stimula-
tion was reached at 100 nM [64, 65]. It could be speculated
that in hyperinsulinemic obese subjects, the high levels of
plasma apelin failed 10 decrease insulinemia.

Peripheral effects of apelin on energy metaholism
Glucose metabolism

Apelin effecrs in standard mice

Intravenous apelin administration at low concentration
(200 pmolkg) decreased blood glucose in mice and
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improved glucose tolerance [66], Furthermore, during an
hyperinsulinemic-euglycemic clamp, when the hepatic
glucose production is totally inhibited, apelin increases
glucose utilization throughout the entire organism mainly
due to a rise in glucose uptake by skeletal muscles and
adipose tissues. In isolated skeletal muscle (soleus), apelin
stimulates glucose transport and its effect is additive to that
of insulin [66]. The associated signaling pathway involved
was shown to be dependemt of AMP-activated protein
kinase (AMPK) and of endothelium NO synthase (eNOS)
activation. AMPK is a key enzyme of energy metabolism
activated during ATP depletion in cells. It is involved in
various metabolic processes stimulating the production of
energy such as glucose transport [67]. We demonstrated by
both in vive and in vitro experiments that AMPE was
phosphorylated by apelin in soleus muscle and involved in
apelin-stimulated glucose ransport [66]. More recently, in
cultured C2C12 myotubes, apelin-induced glucose uptake
wis also shown o be dependent of AMPE activation [68].
In addition, like insulin, apelin phosphorylates Akt and its
activation is necessary for glucose transpont both ex vivo in
soleus muscle and in C2C12 myotubes, Moreover, the
activation of Akt is AMPK dependent [66, 68].

Apelin was also shown to stimulate glucose transport in
an AMPK-dependent manner in human adipose tissue [48].
Moreover, in insulin-resistant 3T3-L1 adipocytes (due to
TWFa wreatment for 24 h),  inselin-stimulated  glucose
uptake was reduced by 47%. whereas apelin treatment

Fig. 1 Metabolic effects of
peripheral apelin afier acute or
chronic treatment in obese and
insulin-resistant mice. Apelin
has been administered either by
inravenous injection {i.v.)
during acute treatment or by
daily intraperitoneal injection
(L) or via osmolic pump
during chronic trestment. TG
trighveenides, FFA fatty acids

'T" glucose uptake
Dray et ai. (56)

Peripheral apelin

resulted in an increased glucose uptake through the PI3KS
Akt pathway and improved insulin-stimulated glucose
uptake [69].

Apelin effects in obese and insulin-resistant mice

Mice fed a high-fat diet (HFD) for several weeks become
obese, hypennsulinemic, and insulin resistant.  Glucose
tolerance is significantly improved in these mice receiving
i.v, apelin bolus before oral glucose wlerance west (OGTT),
In addition, the loss of insulin sensitivity observed during a
euglycemic-hyperinsulinemic  clamp in  insulin-resistant
mice was improved with an apelin perfusion during the
clamp [66]. Thus, apelin acute treatment is stll efficient in
obeze insulin-resistant mice and improves the altered glu-
cose metabolism especially by increasing glucose uptake in
skeletal muscle. Very recently, chronic apelin treatment in
insulin-resistant mice was shown o improve insulin sen-
sitivity [63]. The role of apelin in glucose homeoestasis was
also confirmed by the phenotype of apelin null mice that
are hyperinsulinemic and insulin resistant. The loss of
insulin sensitivity in apelin —/— mice was exacerbated by a
high favhigh sucrose diet [68].

Thus, apelin is positively involved in carbohydrate
metabolism and displays beneficial properties such as
glucose-lowering effects (Fig. 1). Although plasma apelin
levels are elevated in obese insulin-resistant mice, exoge-
nous apelin is still efficient and thus apelin resistance

e body weight

Higuchi ef ai, (70)

Y

PRI ik —_'_'_'—-—-_._______‘.

- adiposity

Miguchi et af, (70
Yue ef al. (74)

4 FFA
= ghycemia
A+ insulin sensitivity Higuehi e ol. (70)
Ovary &t ol [55)
Yue ot ol [58)

——p Acute effect; iv apelin injection (200 pmol/kg)
——p Chronic effect : ip apelin infusion during 14d [osmotic pump (1.5 umol/kg/d)
——3 Chronic effect: ip apelin injection during 14d (0.1 pmolfkg/d)
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unexpected. We hypothesized that the increased levels of
apelin. might constitute a compensatory mechanism (o
delay the onset of insulin resistance.

Lipid metabolism
Apelin effects in standard rodents

The first study that reported a role of apelin on lipid
metabolism was related 10 chronic peripheral administra-
tion of apelin (during 2 weeks) in standard mice [ 70]. Daily
. apelin injection was shown to decrease the triglycerides
content in adipose tissue and the weight of different fat
depots and in chow-fed mice [70]. A decreased adiposity
was also found in obese mice. Plasma triglycerides were
also decreased in both normal and obese apelin-treated
mice, The treatment did not affect average food intake but
increase rectal temperature and Op consumption. An
increased expression of mitochondrial uncoupling protein |
(UCP1) was observed in brown adipose tissue (BAT)
(Higuchi 2007). All wgether, the awthors suggest that
apelin increases energy expenditure through UCPL acti-
vation, In addition to changes in BAT UCPL, apelin
treatment also increased UCP3 expression in skeletal
muscle but no metabolic effects were measured [70]. Since
increase of UCP3 content in muscle could result in an
increase of mitochondrial biogenesis, a recent study was
conducted in rat in order to know whether chronic apelin
treatment would lead to an increase in mitochondrial
enzyme activity and protein content in skeletal muscle
[71). Accordingly, enzyme activities of f-HAD (involved
in the mitochondrial oxidative capacities), citrate synthase
{involved in the citric acid cycle), and cytochrome C oxi-
dase (COX) (involved in the respiratory chain) were
increased in response lo apelin treatment in rat triceps.
Surprisingly. the increase of mitochondrial markers was
independent of incressed PGC-12 expression, identified as
a key plaver in the regulation of mitochondrial biogenesis.
However, PGC-1ff was up-regulated in triceps muscle. The
role of PGC-1/f in muscle is less clear than the one of PGC-
1z but very recently, Wright et al. provide evidence, by
overexpressing PGC-1f1 in muscle of HFD rats, that it has a
protective effect against lipid-induced insulin resistance
[72]. Thus. apelin treatment during insulin resistance
through PGC-1f activation could improve mitochondrial
oxidative capacities.

Apelin effects in obese and insulin-resistant mice
Chronic apelin treatment decreased adiposity and similar
results were obtained in mice over-expressing  apelin

{apelin-transgenic (apelin-Tg) mice) fed a HFD. Apelin-Tg
mice exhibited a resistance against diet-induced obesity,
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increased oxygen consumption and body temperature
without modification of food intake [73]. Interestingly,
diet-induced obesity resistance of apelin-Tg mice was
correlated with vascular formation in skeletal muscle due
to an increase of angiopoietin-1 and its receptor Tie 2 [73].
These mice present also increased mitochondrial biogene-
sis in skeletal muscle but by a PGC-1a-independent path-
way. The invalvement of PGC-1f has not been studied.

In agreement with the phenotype of apelin-Tg mice,
apelin =/= (APKO mice) mice had increased abdominal
adiposity and increased circulating FFA levels [74]. After
reintroduction of exogenous apelin (apelin infusion during
2 weeks) in APKO mice, adiposity and fatty acids but also
glycerol levels were decreased in apelin-treated APKO mice,
suggesting a role of apelin in lipolysis regulation. In both
isolated adipocytes and 3T3-L1 differentiated adipocytes,
apelin was shown to inhibit isoproterenol- {f-adrenergic
agonist) induced lipolysis [74] through a pathway involving
Gy, Gi. and AMPE. However, in human adipose tissue
explants or isolated adipocytes, apelin had no efTect on basal
or isoproterenol-stimulated lipolysis even though apelin was
shown to activate AMPEK in human adipose tissue [48].

A guestion 1o be addressed is the outcome of lipids.
Modification in the lipid metabolism conducting 1o excess
fatty acid accumulation in non-adipose tissues is a hallmark
of metabolic diseases. Our group is presently investigating
the oxidative capacities of skeletal muscles in response to
apelin treatment since apelin activates AMPK in muscle
[66]. Interestingly. chronic apelin treatment increases fatty
acid fl-oxidation in soleus muscle especially in HFD fed
mice |75]. These data are in agreement with the fact that
apelin treatment improves insulin sensitivity.

Central effects of apelin on energy metabolism

Both apelin and its receptor API have been detected
throughout the central nervous system particelarly in the
hypothalamus. Apelin mRNAs are present in different
nuclei including the paraventricular. arcuate, and supra-
optic nuclei that are involved in the contral of behavioral,
endocrine processes, and energy homeostasis [T6]. Apelin-
positive nerve fibers in the hypothalamus imply the exis-
tence of apelinergic newrons and thus a dual action of
apelin as a circulating peptide and a neurotransmitier, So
far, it is not known whether peripheral plasma apelin can
reach the hypothalamus and conld modulate apelin levels
in the hypothalamus. Higuchi et al. mentioned that apelin
concentration in the hypothalamus is increased after apelin
i.p. injection [70].

The effects of acute intracerchroventricular (ic.v.)
apelin administration on food intake and energy expendi-
twre were mainly studied in orais and the results are
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contradictory, Apelin i.c.v. was shown to decrease food
intake in fed and fasted rats [77] and during nocturnally
administration of apelin whereas during day-time apelin
stimulates feeding [78]. Furthermore, no significant effect
was reported on the accumulated 24 h food intake in rat
[79]. More recently, Clark et al. showed that vo.v. apelin
injection decreased food and water intake and respiratory
exchange ratio in control rats, but had no effect in high-fat
fed rats [80]. Morcover, apelin induced a down-regulation
of central AP] recepror only in HF-fed rats, suggesting tha
a decreased central response to apelin could induce obesity
[80]. In addition, an increase of core body temperature and
locomotor activity was also observed after central apelin
injection [81]. In mice, only one study measured the same
effects as well as food intake after a chronic 10 day ic.v.
infusion of apelin-13 (1 pg/day) into the third ventricle.
Apelin reatment increased food intake (on day 3 w0 7),
locomotor activity especially during the nocturnal period
when feeding occurs and body temperature only during the
peried of activity [82]. Moreover, these mice had increased
adiposity [82].

The role of central apelin on glucose metabolism has
been recently studied in our group, Acute 1.c.v, apelin has
differential effect depending of the injected dose and the
nutritional status [83]. Acute low-dose of icv. apelin
injection decreased peripheral fed glycemia, increased
glucose and insulin wlerance in mice via a NO signaling
pathway. All these beneficial actions of ic.ov. apelin on
glucose homeostasis were blunted in HFD obese/diabetic
mice. As the opposite, acute high-dose of i.c.v. apelin

Fig. 2 Metabolic effects of
central apelin after acute or
chronic injection in standard
mice. Apelin has been
administered by
intracerebroventricular injection
{i.cv.) during mcute treatment or
by caily injection in the third
ventricube (3v) during chronic
treatment

Low dose :
4 glucose and insulin tolerance

High dose:
4 Insulin resistance

O
&/ \a

injection proveked fasted hyperglycemiahyperinsulinemia
and decreased insulin sensitivity in normal mice. These
effects are summanzed in Fig. 2. Moreover, acute high-
dose of i.c.v. apelin injection in HFD mice increased fasted
hyperglycemia. Thus, elevated levels of central apelin
might impair glucose homeostasis since  obese/dinbetic
mice, which are sensitive to peripheral apelin [66]. have
increased plasma apelin levels [83], Both the finding of
abolished circadian apelin regulation in HFD-treated mice
and that of chronic apelin treatment in normal mice tng-
gering insulin intolerance are consistent with this hypoth-
esis [83]. Other parameters explaining this differential
action of apelin is the fact that hypothalamic nuclei (ven-
tromedian hypothalamus, dorsomedian hypothalamus and
arcuate nucleus) had different modes of activation in term
of c-Fos expression in response 1o i.c.v. apelin. Similar to
the control of peripheral glycemia/insulinemia, hypotha-
lamic neuronal activation by apelin varied according to the
injected dose (low vs. high) of apelin and the nutritional
status (fasted vs. fed) [83]. Actually, we hypothesized that
a rise in hypothalamic apelin levels could be involved in
the transition from normal to diabetic status,

Conclusion

Apelin has pleiotropic effects on numerous organs and
tissues but recent experimental investigations have
enhanced the role of apelin on whole body metabolism
(Figs. 1, 2). Several studies have reported a protective

central apelin

1 Food intake
Vaile et al, (82]

\_‘_\-‘-h i. Low dose :

4 eMNOS activation and NO production
High dose:
no NO production  Duporc et ol (83}

Tadipasity
Vialle et al. (53]
Clorke et ol. (80)
Low dose :
Fed ghycemia
High dose:
1 Fasted glycemia
Plinsulin

Duparc er al, (53]

=% Acute effect: icv apelin injection (low dose: 10 pM, high dose: 20 nM])
3 Chronic effect: 3V apelin injection during 10d {1 ugfd)
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action of apelin in obesity-associated diseases [84] notably,
a cardio-protective effect and now, apelin, like adiponectin,
can be considered as an insulin-sensitizing agent. The
insulin mimetic effects of apelin on glucose metabolism are
very encouraging and of major interest in the context of a
therapeutic approach in type 2 diabetic paticnts, Studies in
humans will be essential to confirm the role of apelin on
carbohydrate metabolism. In addition. accumulating evi-
dence suggests that apelin is also an imponant regulator on
lipid metabolism by reducing fat mass and promoting fuel
consumption, which is also consistent with an improve-
ment of insulin sensitivity. Those findings strengthen the
beneficial effects of apelin in obesityv-ossociated diseases
and hoist it on the list of potent therapeutic target.
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