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Résumé

Résumé

Un déséquilibre de la balance énergétique constitue la principale cause du développement
des pathologies métaboliques telles que I'obésité et le diabete de type 2. Au sein du
cerveau, '’hypothalamus joue un roéle primordial dans le controle de la prise alimentaire et
du métabolisme périphérique via le systeme nerveux autonome. Ce contrdle, repose sur
'existence de différentes populations neuronales au sein de I'hypothalamus médio-basal
(MBH), neurones a neuropeptide Y (NPY)/Agouti-related peptide (AgRP), et neurones a
proopiomelanocortine (POMC), dont I'activité est directement modulée par les variations
des taux circulants des nutriments tels que le glucose et les acides gras (FA). Alors que les
mécanismes de détection et le métabolisme intracellulaire du glucose ont été largement
étudiés, I'implication du métabolisme intracellulaire des FA dans leurs effets centraux, est
tres peu comprise. De plus, on ignore si le glucose, module le métabolisme intracellulaire
des acides gras a longue chaine (LCFA) dans le MBH.

Le but de notre premiere étude est, de déterminer l'impact du glucose sur le métabolisme
des LCFA, le réle de I'’AMP-activated protein kinase (AMPK), kinase détectrice du statut
énergétique cellulaire, et d'établir s’il y a des changements dans le métabolisme des LCFA
en fonction de leur structure, du type cellulaire et de la région cérébrale.

Nos résultats montrent que le glucose inhibe I'oxydation du palmitate via ’AMPK dans les
neurones et les astrocytes primaires hypothalamiques, in vitro, ainsi que dans les explants
du MBH, ex vivo, mais pas dans les astrocytes et les explants corticaux. De plus, le glucose
augmente l'estérification du palmitate et non de I'oléate dans les neurones et les explants

du MBH, mais pas dans les astrocytes hypothalamiques.

Ces résultats décrivent le devenir métabolique de différents LCFA dans le MBH, ainsi que, la
régulation AMPK - dépendante de leur métabolisme par le glucose dans les astrocytes et les
neurones, et démontrent pour la premiere fois que le métabolisme du glucose et des LCFA
est couplé spécifiquement dans les noyaux du MBH, dont le réle est critique pour le

contrdle de 1'équilibre énergétique.

Le deuxiéme volet de cette theése s’est intéressé a déterminer les mécanismes

intracellulaires impliqués dans le role de la protéine de liaison ACBP dans le métabolisme



Résumé

central des FA. Nous avons démontré que le métabolisme de l'oléate et non celui du
palmitate est dépendant de la protéine ACBP, dans les astrocytes hypothalamiques ainsi
que dans les explants du MBH. Ainsi, nos résultats démontrent qu’ACBP, protéine identifiée
originellement au niveau central, comme un modulateur allostérique des récepteurs GABA,

agit comme un régulateur du métabolisme intracellulaire des FA.

Ces résultats ouvrent de nouvelles pistes de recherche liées a la régulation du métabolisme
des acides gras au niveau central, ainsi que, la nouvelle fonction de la protéine ACBP dans
la régulation du métabolisme des FA au niveau du systéme nerveux central. Ceci aiderait a
identifier des cibles moléculaires pouvant contribuer au développement de nouvelles

approches thérapeutiques de pathologies telles que I'obésité et le diabéte de type 2.

Mots clés : Hypothalamus, astrocytes, métabolisme neuronale, glucose, palmitate, oléate,

AMPK, ACBP
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Abstract

An imbalance of energy balance is the main cause of the development of metabolic diseases
such as obesity and type 2 diabetes. Within the brain, the hypothalamus plays an important
role in the control of food intake and peripheral metabolism, via the autonomic nervous
system. This control relies on the existence of different neuronal populations in the medio-
basal hypothalamus (MBH), including neuropeptide Y (NPY), agouti-related peptide (AgRP)
and proopiomelanocortin (POMC) neurons, the activity of which, is directly modulated by
changes in the circulating levels of nutrients such as glucose and fatty acids (FA). While
mechanisms governing the detection and the intracellular metabolism of glucose have been
extensively studied, the involvement of FA intracellular metabolism, in their central effects
is poorly understood. It is currently unknown if glucose regulates long chain fatty acids

(LCFA) metabolism in the MBH.

The aim of our first study was to determine the impact of glucose on LCFA metabolism,
assess the role of AMP-activated Kinase (AMPK), a sensor of cellular energy status, and to
establish if changes in LCFA metabolism, and its regulation by glucose, vary as a function of

LCFA type, cell type and brain region.

We show that glucose inhibits palmitate oxidation via AMPK in hypothalamic neuronal cell
lines, primary hypothalamic astrocyte cultures and MBH slices, ex vivo, but not in cortical
astrocytes and slice preparations. In addition, our results show that glucose increases
palmitate but not oleate esterification into neutral lipids, in neurons and MBH slices, but

not in hypothalamic astrocytes.

These findings reveal the metabolic fate of different LCFA in the MBH, demonstrate AMPK-
dependent glucose regulation of LCFA oxidation in both astrocytes and neurons and
established for the first time the metabolic coupling of glucose and LCFA as a specific

feature of the MBH, whose role is critical for the control of energy balance.

During the second part of this thesis, we were interested to determine the intracellular
mechanisms involved in the role of Acyl-CoA binding protein (ACBP), in the central

metabolism of FA. We have shown that the metabolism of oleate but not palmitate is ACBP -
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dependent in hypothalamic astrocytes and MBH slices. Thus, our results demonstrate That
ACBP, a protein originally identified as an allosteric modulator of GABA receptor peptide,

acts as a regulator of intracellular metabolism of FA.

These results open a new avenues of research related to the central regulation of fatty acid
metabolism and the new function of ACBP protein in the regulation of FA metabolism in the
central nervous system, which could help to identify molecular targets that may contribute
to the development of new therapeutic approaches of diseases such as obesity and type 2

diabetes.

Keywords: Hypothalamus, astrocytes, neural metabolism, glucose, palmitate, oleate, AMPK,

ACBP
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Préambule

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, d'ici 2030, le nombre de personnes en surpoids
devrait atteindre 3,3 milliards. En effet, le surpoids et 1'obésité ont atteint des proportions
pandémiques et sont devenus un probléme de santé publique majeur. Ils font au minimum
2,8 millions de victimes chaque année, représentant ainsi le cinquiéme facteur de risque de
déces au niveau mondial. L'impact est plus marqué dans les pays développés ou la
proportion des obéses atteint son paroxysme. Toutefois, les pays en développement tout en
poursuivant leur combat contre la faim, se heurtent maintenant a leur tour au probléeme de
I'obésité. En effet, I'accumulation excessive des graisses, caractéristique majeure de
I'obésité, est la manifestation d'un déséquilibre du bilan énergétique entre la prise
alimentaire et les dépenses énergétiques. La régulation de l'appétit et de la dépense
énergétique est un processus complexe résultant de l'intégration de différents signaux
métaboliques et hormonaux au niveau du cerveau qui controle en retour la quantité de
calories ingérées et le métabolisme de base. Plusieurs études ont montré que le
développement d'un surpoids corporel et de l'obésité sont en partie associé a une
prédisposition génétique. Par ailleurs, plusieurs facteurs environnementaux tels que le
changement de mode de vie, caractérisé par une accessibilité facile a une alimentation a
haute charge calorique associée au manque de pratique quotidienne d’activité physique,

contribuent a I'étiologie de I'obésité (Hebebrand and Hinney 2009).

La surcharge pondérale ou l'obésité est définie a 1'aide d’'une mesure appelée I'indice de la
masse corporelle (IMC). Cette méthode ne nécessitant que la taille et le poids, poids (en kg)
divisé par la taille (en meétres), est utilisée pour I'évaluation globale de la corpulence et de
I'importance de la masse grasse présente dans le corps (Formiguera and Canton 2004).
Ainsi, un IMC normal se situe entre 18,5 et 24,9 kg/ m 2, alors qu'un IMC inférieur a 18,5
kg/ m 2 représente une insuffisance pondérale. Inversement, une personne est en surpoids
quand son IMC est supérieur ou égal a 25 kg/ m 2, et elle est considérée obese dés alors que

son IMC est égale a 30 kg/ m 2 ou plus (Ogunbode, Ladipo etal. 2011).

Cette méthode est couramment utilisée bien qu’ elle reste controversée dans la littérature
(Lissner, Visscher et al. 2013). En effet, peu cofiteuse et facile a obtenir, la simplicité de son
utilisation a fait d’elle une référence internationale dans la pratique clinique et

épidémiologique (Formiguera and Canton 2004).
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Souvent, I'obésité est associée a diverses comorbidités et a une incidence de maladies
chroniques, dont le diabete de type 2, les maladies cardiovasculaires et certains types de
cancers (Azagury and Lautz 2011). Selon les statistiques réalisées en 2013 par la
Fédération Internationale du Diabéte, il existe 382 millions de diabétiques dans le monde,

ce nombre est estimé a augmenter a 592 millions en 2035 (Rochester and Akiyode 2014).

La pathologie du diabete en soi englobe deux types, d’'une part, le diabete de type I, qui est
une maladie auto-immune médiée par les cellules T et caractérisée par la destruction des
cellules B pancréatiques (Tan, Xiang et al. 2014). D’autre part, on trouve le diabete de type
2 également connu sous le nom de diabete sucré ou diabéte méllitus. Il représente 90-95%
des personnes atteintes du diabéte, et se réfere a des individus qui maintiennent
initialement une glycémie normale par une surproduction d'insuline par le pancréas. A
long terme, cette production devient insuffisante pour compenser la résistance a l'insuline,
entrainant ainsi des niveaux élevés de glucose dans le sang, et pouvant conduire au
dysfonctionnement de la cellule 8 pancréatique (Stumvoll, Goldstein et al. 2005). Bien que
tous les individus obeses ne développent pas automatiquement le diabéte de type 2, la
plupart des patients atteints de cette forme de diabete, sont obeses (Mokdad, Ford et al.

2003).

Récemment, des altérations du métabolisme lipidique, de I'inflammation et du systéme
nerveux central, ont été rapporté dans le développement de ces pathologies associées a
I'obésité (Gregor and Hotamisligil 2011). De plus, Il est bien établi maintenant que
certaines régions du cerveau, en particulier, I'hypothalamus, se trouvant au centre de la
régulation de l'équilibre énergétique. Une meilleure compréhension des mécanismes
intracellulaires neuronaux permettrait d'identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pour

le traitement de 1'obésité ainsi que les troubles pathologiques associés.
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I- Homéostasie énergétique:
A- Définition :

Le maintien de la balance énergétique dépend essentiellement de I'équilibre entre deux
facteurs principaux, d'une part, les apports énergétiques, en l'occurrence, la prise
alimentaire, et d’autre part, les dépenses énergétiques incluant I'activité physique et le
meétabolisme de base. Bien que le rythme de trois repas par jour caractérise les habitudes
alimentaires de nombreuses personnes, d’autres caractéristiques rentrent en jeu,
notamment la taille et la valeur calorique du repas, conduisant ainsi a une quantité totale
différente de nourriture consommeée entre individus. D’autre part, on trouve des facteurs
socio-environnementaux tels que I'abondance des aliments riches en calories et le rythme
de vie stressant et de plus en plus sédentaire. La capacité de 'organisme a intégrer tous ces
différents facteurs et a maintenir un poids corporel relativement stable et proche d’'une

valeur constante, est appelée I'homéostasie énergétique (Berthoud 2007).
B- Régulation de 'homéostasie énergétique :

L’homéostasie énergétique fait appel a des systemes de régulation tres fins, permettant
d’assurer un équilibre entre les apports et les dépenses énergétiques. Les circuits
physiologiques impliqués dans la régulation du métabolisme énergétique sont habiles a
s’adapter rapidement aux changements des conditions environnementales. Leur capacité
d’adaptation implique un acheminement étroit et complexe entre le systéme nerveux
central et de nombreux organes et tissus métaboliques au niveau périphérique. Ainsi, le
réseau de signalisation régissant cette régulation comprend des signaux hormonaux tels
que la leptine et l'insuline sécrétées respectivement a partir du tissu adipeux et du
pancréas, les incrétines incluant la cholécystokinine (CCK), le glucagon -like peptide- 1
(GLP-1) et la ghréline produits par le tractus gastro-intestinal, les signaux métaboliques
incluant les macronutriments (acides aminés, acides gras et glucose) ainsi que des signaux
nerveux efférents (Migrenne, Marsollier et al. 2006). L’ensemble des informations sont
acheminées vers le cerveau, en outre, au niveau de ’hypothalamus qui a son tour active des
réseaux neuronaux distincts impliqués dans le contrdle de la prise alimentaire et des

dépenses énergétiques (Figure 1).
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Figure 1 : Régulation de I'homéostasie énergétique.

Afin de maintenir 'homéostasie énergétique, le systeme nerveux central (SNC) recoit en
permanence des signaux métaboliques tels que les nutriments, ou hormonaux tels que les
incrétines sécrétées par lintestin, ainsi que la ghréline et le glucagon. Intégrés par le
cerveau, ces signaux vont controler la prise alimentaire et la mise en place via le systeme
nerveux autonome de réponses adaptées aux besoins de 'organisme telle que la sécrétion
des hormones du pancréas endocrine (insuline et glucagon), pour le maintien de

I'homéostasie glucidique.
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II- Systeme nerveux central
A- Organisation du cerveau
A-1 Neuroanatomie du cerveau

L’organisation du cerveau constitue 1'élément clé contrdlant la nature de l'information
transmise. Tout en communiquant les unes avec les autres, les différentes régions du

cerveau possedent chacune une fonction bien spécifique. De fagon générale, on distingue :

Le télencéphale : comporte les deux hémispheéres cérébraux quasi symétriques. Ils sont liés

essentiellement via le corps calleux. Chaque hémisphere comporte deux régions bien
distinctes, une région périphérique qui estle cortex comportant les corps des cellules
nerveuses, et une région centrale faite de substance blanche. Cette derniere contient
essentiellement les prolongements axoniques des neurones responsables de I'’ensemble de
nos fonctions mentales supérieures, incluant les fonctions d’apprentissage, mémoire et

mouvements volontaires (Chayer and Freedman 2001).

Le mésencéphale : appelé aussi cerveau moyen, est la partie supérieure du tronc cérébral
directement reliée au cerveau. Le tronc cérébral qui constitue un pont de liaison entre les
hémispheres cérébraux et la moelle épiniere, est aussi responsable des fonctions vitales du

corps englobant la respiration, la tension artérielle ou encore le rythme cardiaque.

Le cervelet: comporte différentes fissures et lobes, et est responsable de 1'équilibre

corporel et de la coordination de tous les mouvements et réflexes (Glickstein 2007).

Le diencéphale : englobe les ensembles de substance grise et de formes ovoides constituées

en outre, du thalamus et de I'hypothalamus. Ce dernier est situé au-dessus du tronc
cérébral, en-dessous du thalamus, et au niveau dorsal par rapport a I’hypophyse. Il marque

la paroi latérale du troisieme ventricule (Penfield 1934).

Le tronc cérébral et I'hypothalamus, plus spécifiquement I'’hypothalamus médio-basal
(MBH), sont tous deux capables de détecter les signaux métaboliques et nutritionnels
circulants et sont ainsi directement impliqués dans la régulation de I’homéostasie

énergétique (Schneeberger, Gomis et al. 2014). Durant mon travail de doctorat je me suis
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particulierement intéressée a la région du MBH qui comprend le noyau arqué et

I'hypothalamus ventro-médian tel que détaillé ci-dessous.
A-2 Neuroanatomie de 'hypothalamus

L’hypothalamus est constitué de différents noyaux organisés de facon symétrique par
rapport au 3eme ventricule. Ces structures sont divisées en noyaux dits de 1¢r ordre dont
fait partie le noyau arqué a la base de I'hypothalamus. Les neurones de ce dernier se
projettent pour établir des connexions avec les noyaux dits de 2¢me ordre incluant le noyau
paraventriculaire (PVN), I'hypothalamus dorso et ventro-médian DMH et VMH, et
I’hypothalamus latéral (LH) (Figure 2).

A-2-1 Noyau hypothalamique du 1¢" ordre : Noyau arqué (ARC)

Le noyau arqué est I'un des noyaux hypothalamiques les plus étudiés. Il est situé a la base
médiane de I'hypothalamus au niveau du troisieme ventricule. A cet endroit, les parois de
I'hypothalamus fusionnent formant I'’éminence médiane (ME), considérée comme un
organe circumventriculaire et faisant partie des régions dans lesquelles la barriere
hématoencéphalique est fenétrée. Une telle position rend I’ARC perméable a plusieurs
signaux métaboliques et hormonaux circulants et lui conféere la particularité d’assurer le
relai entre le systeme nerveux central et les organes périphériques. L’ARC contient deux
populations neuronales antagonistes, les neurones orexigenes exprimant les neuropeptides
Agouti related peptide (AGRP) et Neuropetide Y (NPY) et les neurones anorexigenes
exprimant les neuropeptides a pro-opiomélanocortine/cocaine- and amphetamine-
regulated transcript (POMC et CART). Je discuterai des particularités de ces neuropeptides

ultérieurement dans cette introduction.
A-2-2 Noyaux hypothalamiques de 2¢me ordre :
A-2-2-a Noyau paraventriculaire : (PVN)

Le PVN se localise au niveau de I'’hypothalamus antérieur, adjacent au troisiéme ventricule.
Il constitue également un site important d'intégration des signaux hormonaux et

endocriniens. Le PVN est composé de différentes populations neuronales incluant d'une
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part les neurones magnocellulaires qui se projettent sur la partie postérieure de
I’hypophyse et libérent la vasopressine et l'ocytocine, et d’autres part les neurones
parvocellulaires produisant les neuropeptides CRH (Corticotropin Releasing Hormone), et
TRH (Thyreotropin Realeasing Hormone), a effet anorexigenes (McMinn, Baskin et al. 2000).
Le PVN recoit des projections afférentes de nombreux noyaux de I'hypothalamus, incluant
I'ARC, le LH, l'aire préoptique médiane, et le noyau suprachiasmatique mais aussi des
projections de noyaux localisés dans le cerveau postérieur, du noyau du tractus solitaire
(NTS), ainsi que du noyau moteur du nerf vague. Il comporte de nombreux neurones

exprimant les récepteurs des mélanocortines MC3R/MC4R (Hill 2012).

A-2-2-b L’hypothalamus ventro-médian : (VMH)

Le VMH constitue avec le noyau arqué ’hypothalamus médiobasal, il se projette aussi vers
les noyaux paraventriculaires et dorsomédians et indirectement vers le LH (Harrold,
Williams et al. 2000). Le réle du VMH dans le contréle de la prise alimentaire a été mis en
evidence grace a des études montrant d’'une part, que I'induction de l1ésions au niveau du
VMH conduit a une augmentation de la prise alimentaire et a I'obésité et d’autre part, que la
stimulation électrique du VMH conduit a une diminution de la prise alimentaire (King
2006). De plus, des études électrophysiologiques ont montré que l'activité des neurones du
VMH était sensible a la distension gastrique, effet médié par le nerf vague (Sun, Tang et al.
2006). Pour ces raisons, le VMH a été initialement considéré comme le centre de la satiété

(King 2006).
A-2-2-c L’hypothlamus dorso-médian (DMH)

Le DMH est impliqué dans plusieurs processus physiologiques, incluant l'appétit, la
thermorégulation et le stress. Il recoit des projections provenant de la plupart des noyaux
hypothalamiques, en particulier 'ARC, et envoie en retour des projections vers le PVN et le
VMH (Kalra, Dube et al. 1999). Le DMH exprime un certain nombre de neuropeptides tel
que le NPY. Les neurones NPY du DMH projettent notamment au niveau du noyau NTS et

affectent la prise alimentaire. Le DMH exprime aussi les récepteurs d’autres peptides
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impliqués dans le controle de I'appétit et 1'équilibre énergétique, tels que les récepteurs de

la leptine et des mélanocortines (Bi, Kim et al. 2012).
A-2-2-d L'hypothalamus latéral ( LH)

Situé dans la région la plus latérale de I'hypothalamus, le LH se distingue par 'abondance
de fibres des cellules projetant vers les diverses aires cérébraux comme le cortex, le tronc
cérébral et la moelle épiniere. Le LH joue un roéle essentiel dans les réponses orexigenes.
Des lésions bilatérales au niveau du LH conduisent a une diminution de la prise
alimentaire. Inversement, cette derniére est augmentée suite a la stimulation électrique du
LH méme en état rassasié (Smith and Ferguson 2008), ce qui a initialement conduit a
proposer le LH comme le centre de la faim. On compte aussi d’autres populations
neuronales spécifiques au sein du LH, tels que les neurones a orexines, qui sont stimulés
par la faim et en situation d""hypoglycémie, ainsi que les neurones a melanin concentrating
hormone (MCH). Ce neuropeptide injecté au niveau central, augmente la prise alimentaire
transitoirement. Les neurones a MCH sont régulés par la leptine, l'insuline, et le glucose

(Smith and Ferguson 2008).

Cependant, de nombreux neurones du PVN et du LH envoient a leur tour des
prolongements en direction de ’ARC modifiant activement les informations qui leur seront
transmises par la suite. Les neurones de 2¢me ordre sont donc loin d’étre des récepteurs
passifs de l'information venant des neurones du 1¢ ordre. Ces deux types de neurones

entretiennent plutdt un dialogue bidirectionnel (Schwartz, Woods et al. 2000).
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to NTS
“’

Source : (Smith and Ferguson, 2008)

Figure 2 : Les différents novaux impliqués dans la régulation de 1’homéostasie énergétique

A- Vue sagittale de I’encéphale avec un agrandissement de la région de 1'hypothalamus et des
principales projections anatomiques des circuits hypothalamiques. L’ARC (noyau arqué) se
projette vers le VMH (hypothalamus ventro-médian), DMH (hypothalamus dorso-médian), LH (
hypothalamus latéral), et le PVN (noyau paraventriculaire). Sont aussi présentées les projections
du PVN au SFO (organes subfornical) du cerveau antérieur et au NTS (noyau du tractus

solitaire) au niveau du tronc cérébral.

B- Section coronale montrant les emplacements anatomiques des noyaux hypothalamiques 20,7

mm Bregma (supérieure) et 22,6 mm Bregma (inférieur)
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B- Composantes du tissu nerveux

Hormis les différents types cellulaires rentrant dans la composition du tissu nerveux, tels
que les cellules endothéliales, les cellules méningées et les cellules souches, on note deux
acteurs majeurs assurant le fonctionnement cérébral. D’une part, les cellules neuronales ou
neurones ayant pour role principal d’assurer la transmission de I'information centrale en
périphérie. D'autre part, les cellules gliales appelées aussi gliocytes, beaucoup plus
nombreuses, suggérant ainsi leur importance dans le soutien des fonctions neuronales
(Herculano-Houzel 2014). Le systéme nerveux périphérique comporte également des
cellules gliales telles que les cellules satellites et les cellules de Schwann. Globalement, deux
catégories de cellules gliales existent au niveau du systéme nerveux central, que I'on

différencie en macroglie et microglie.

La microglie, est principalement constituée des cellules microgliales. Celles-ci assurent un
réle immunitaire et protecteur des cellules du systeme nerveux central contre les
agressions infectieuses ou toxiques. Ces petites cellules étoilées ont les mémes origines que

les monocytes et les macrophages périphériques (Wirenfeldt, Babcock et al. 2011).

La macroglie, est constituée d'oligodendrocytes et d’astrocytes. Les oligodendrocytes
assurent la myélinisation des axones. La gaine de myéline est constituée principalement de
lipides et sert en outre a accélérer la vitesse de l'influx nerveux. Un dysfonctionnent des
oligodendrocytes engendre des pathologies du systeme nerveux central telles que la

sclérose en plaques (Keirstead and Blakemore 1999).

Enfin, les astrocytes sont les cellules gliales les plus abondantes au niveau central
(Navarrete and Araque 2014). Nous discuterons plus en détail de leurs propriétés et de
I'important rdle qu’ils assurent dans le fonctionnement neuronal dans la suite de ce

chapitre.

12
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B-1 Les neurones
B-1-1 Structure des neurones

D’abord définit par Santiago Ramdn y Cajal comme l'unité de base structurelle et
fonctionnelle du systéme nerveux, cette notion a été reprise par Heinrich Wilhelm Waldeyer
a la fin du XIXesiecle qui, pour mieux la désigner, lui proposa le nom «neurone ».
Globalement, notre systeme nerveux contient environ 100 milliards de neurones.
Typiquement, un neurone comporte trois régions distinctes a savoir : le corps cellulaire, les
dendrites et la fibre nerveuse. Cette derniere appelée aussi axone, est un prolongement
plus ou moins long du neurone (Glees and Meller 1964) (Figure 3B). L’axone conduit le
signal électrique sous forme de potentiels d’actions a partir du corps cellulaire jusqu’aux
zones synaptiques afin de libérer les neurotransmetteurs et/ou neuropeptides. Les
dendrites, quant a eux, constituent un autre type de prolongements conduisant le signal
des synapses vers le corps cellulaire (Xue, Yang et al. 2004). IIs sont recouverts de
bourgeons appelés aussi épines dendritiques leur permettant, en outre, d’augmenter de
maniere importante la surface de réception de l'influx nerveux. Un neurone typique est le
plus souvent constitué d’'un seul axone et plusieurs dendrites. Par ailleurs, il est capable de
rentrer en contact avec plusieurs autres neurones d’'une part via sa terminaison axonale
trés ramifiée constituant 1'élément pré-synaptique et d’autre part, grace aux milliers
d'épines dendritiques (Harms and Dunaevsky 2007). Finalement on retrouve le cceur d’'un
neurone qui est le corps cellulaire appelé aussi «soma». Ce dernier comporte tous les
constituants de la machinerie cellulaire, incluant plusieurs mitochondries qui procurent
I'énergie nécessaire au métabolisme cellulaire au sein du systéme nerveux central (Glees

and Meller 1964).
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Source : Inserm/Koulakoff, Annette

Dendrites

Corps cellulaire

Axone

Source :http://www.serimedis.inserm.fr/fr/spotlight/329/neurones/page/1/SN/neuro

Figure 3 : Exemple de neurones et d’astrocvtes en culture.

A- A gauche : Réseaux de neurones corticaux de souris apres trois semaines en culture,
visualisés par immunomarquage a I'aide du marqueur MAP2 (Microtubul Associated
Protein).

A droite : image d’astrocytes humains en culture, coloration immunohistochimique

réalisée a I'aide du marqueur astrocytaire GFAP (Glial fibrillary acidic protein).

B- Image de neurone de I'hippocampe révélé par immunofluorescence a la tubuline,
montrant les principales parties du neurone qui sont les dendrites, le corps

cellulaire et I'axone.
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B-1-2 Roéle des neurones

Le réle principal des neurones est de transporter, unifier et relier I'information des
différentes zones du corps vers les différentes régions du cerveau et vice versa. A la
naissance, le cerveau dispose d’environ 100 milliards de neurones, qui accompagneront
I'individu le long de sa vie. Cependant, tout au cours du développement, des nouveaux

réseaux se créent entre les neurones mettant en place un réseau neuronal interconnecté.

A la fois communicants et dépendants les uns des autres, les neurones élaborent ainsi
I'architecture cérébrale (Figure 3A). Pendant longtemps, le dogme concernant l'incapacité
du SNC adulte a s'auto-régénérer a été entretenu. Récemment, de nombreuses données ont
montré l'existence de neurogenése au niveau du SNC adulte. En particulier, il a été
démontré que les cellules souches et progénitrices neurales, ayant la particularité de
s’auto-renouveler a long-terme, persistent tout au long de la vie chez les mammiféres y
compris les humains (Temple 2001). Le processus de la neurogenese adulte se produit
essentiellement dans la zone sous-ventriculaire (SVZ) des ventricules latéraux et la zone
sous-granulaire (SGZ) du gyrus denté de I'hippocampe (Duan, Kang et al. 2008). De plus, le
remodelage synaptique des neurones existants dans I'hippocampe est connu comme étant
essentiel pour l'apprentissage et la mémoire (Wang and Jin 2014). Au niveau
hypothalamique, KoKoeva et al ont démontré que des nouvelles cellules naissent en
permanence en grand nombre dans I'hypothalamus de souris adulte (Kokoeva, Yin et al.

2007).
B-2 Les astrocytes
B-2-1 Structure des astrocytes

En 1856, Rudolf Virchow, anatomiste allemand décrivit pour la premiére fois que I'espace
interstitiel entre les neurones n’était pas totalement vide mais constitue plutét un tissu
connectif qu’il nomma neuroglie (Ndubaku and de Bellard 2008). Ce terme signifie
littéralement une « glue » ou une colle. Plus tard, et grace au développement des techniques
de colorations histologiques, on suggéra que cette neuroglie est constituée de plusieurs

types cellulaires incluant les astrocytes. En 1886, Camilio Golgi identifia les astrocytes en
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tant que population cellulaire distincte et proposa le concept de couplage métabolique
neuroglial grace a la position particuliére que les astrocytes occupent entre les vaisseaux
sanguins et les neurones. Finalement, en 1893, Von Lenhossek, désigna le terme astrocyte
sur la base de leur morphologie qui ressemble a celle des étoiles(Ndubaku and de Bellard
2008) (Figure 3A). Grace aux techniques d'immunohistochimie ainsi que de fluorescence, il
a été établit que chaque cellule neuro-gliale est indirectement en contact avec un vaisseau
sanguin et que la surface de tous les capillaires est recouverte a 99% par les extensions ou
« pieds » astrocytaires (Kacem, Lacombe et al. 1998). Morphologiquement, les astrocytes
sont caractérisés par une structure tres ramifiée leur facilitant ainsi le contact a la fois avec
les vaisseaux sanguins, les neurones et d'autres astrocytes. En se basant sur les différences
existantes dans leurs morphologies cellulaires et leurs emplacements anatomiques, les
astrocytes sont divisés en deux sous-types principaux, les astrocytes protoplasmiques et
les astrocytes fibreux. Les premiers, possedent des prolongements trés fins tout en étant
nombreux et sont organisés en micro-domaines (Bushong, Martone et al. 2002),
Inversement, les astrocytes fibreux, possedent des prolongements plus larges mais ils sont
moins nombreux. Les analyses microscopiques ont révélé que les astrocytes
protoplasmiques enveloppent les synapses alors que les astrocytes fibreux sont
essentiellement présents au niveau des nceuds de Ranvier, néanmoins, les deux types
d’astrocytes forment des jonctions gap avec les astrocytes voisins (Sofroniew and Vinters
2010). Les jonctions gap permettent des échanges et communication entre astrocytes
constituant ainsi un réseau cellulaire nommé syncytium (Giaume and McCarthy 1996). Un
deuxiéme facteur déterminant dans la formation de ce réseau est I'existence de vagues
d’ion calcium qui se propagent en stimulant un groupe bien déterminé d’astrocytes voisins
sans induire de réponse dans les autres groupes astrocytaires, suggérant ainsi I'existence
d'un réseau de signalisation organisé d’astrocytes (Allen and Barres 2009). En
conséquence, l'ensemble du réseau conduit a des réponses bien coordonnées et

synchronisées (Theis, Sohl et al. 2005).
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B-2-2 Role des astrocytes

De par leur localisation, les astrocytes établissent un contact étroit avec les capillaires
sanguins cérébraux. IlIs régulent ainsi le débit sanguin en contrdolant la vasomotricité des
vaisseaux transportant entre autres le glucose et I'oxygene nécessaires au fonctionnement
neuronal (Attwell, Buchan et al. 2010). Ces caractéristiques permettent aux astrocytes
d’assurer et réguler I'apport de substrats métaboliques aux neurones. De plus, les
astrocytes se dotent de plusieurs caractéristiques métaboliques. En effet, comparativement
aux neurones, ils sont enrichis en enzymes impliquées dans le stockage du glycogene
(Pellegri, Rossier et al. 1996). Egalement, ils expriment de maniére plus abondante
différentes enzymes glycolytiques notamment, la 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-
bisphosphatase-3 (Pfkfb3), enzyme qui conduit a l'activation de I'enzyme glycolytique
phospho-fructose-kinase 1 (PFK) (Herrero-Mendez, Almeida et al. 2009). Inversement,
I'enzyme pyruvate déshydrogénase (PDH), qui permet la synthése d’Acétyl-CoA a partir du
pyruvate, est tres peu active dans les astrocytes (Laughton, Bittar et al. 2007).

Les astrocytes se dotent aussi d’autres fonctions métaboliques notamment leur capacité a
accumuler l'acétate ainsi que d'autres acides gras a courte ou moyenne chaine et les
métaboliser via le cycle tricarboxylique (TCA) (Waniewski and Martin 1998). On note aussi
la production des corps cétoniques dans des astrocytes primaires en culture (Auestad,
Korsak et al. 1991). D’autre part, la co-culture de cellules endothéliales de la barriere
hématoencéphalique avec des astrocytes, augmentent leur teneur en acides gras
polyinsaturés de fagon tres importante. Ces derniers sont libérés par les astrocytes sous
forme d’acides gras non estérifiés, suggérant ainsi que les astrocytes pourraient jouer un
role majeur dans la fourniture des acides gras essentiels polyinsaturés a la barriere
hématoencéphalique elle-méme (Bernoud, Fenart et al. 1998).

Les astrocytes secrétent aussi des facteurs neurotrophiques tels que le NGF ( Nerve
Growth Factor) etle CNTF (Ciliary Neurotrophic Factor), respectivement impliqués dans la
survie et la remyélinisation neuronale (Farina, Aloisi et al. 2007).

Finalement les capacités astrocytaires s’étendent aussi a la libération de diverses cytokines
connues pour leurs propriétés anti-inflammatoires, en particulier I'IL-6 (Interleukine-6) et

et TGFB (Transforming growth factor beta) (Farina, Aloisi et al. 2007). Cependant, leurs
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effets neuroprotecteurs peuvent étre contrebalancés par la libération de cytokines pro-

inflammatoires.

B-3 La coopération neurones - astrocytes.

La nature des mécanismes impliqués dans l'interaction entre les astrocytes et les neurones
reste encore débattue, cependant, le besoin neuronal régulier d’énergie exige un lien
fonctionnel tres étroit entre les neurones et les astrocytes. Dans ce contexte, les astrocytes
forment avec les neurones ce qu’'on appelle la synapse tripartite. Cette derniere inclut le
processus neuronal pré- et post-synaptique (Araque, Parpura et al. 1999). La synapse
tripartite constitue une partie intégrante de la théorie de la navette du lactate entre
astrocytes et neurones (Astrocyte Neuron Lactate Shuttle, ANLS), proposée par Pellerin et
Magistretti (Pellerin and Magistretti, 1994). Les mécanismes impliqués dans cette
interaction métabolique seront abordés ultérieurement en détail dans cette introduction.
L’'importance des astrocytes au niveau synaptique s’étend aussi jusqu’a la régulation de la
plasticité synaptique. En outre, les astrocytes sont capables de modifier I'organisation des
synapses via la libération de particules de cholestérol qui seraient ensuite intégrées par les
neurones afin d’augmenter le nombre de synapses (Fields and Stevens-Graham 2002).
Récemment des études d’électrophysiologie ont été reéalisées sur des explants
d’hippocampe. Le suivi du devenir du glucose dans les astrocytes montre que le trafic du
glucose a travers le réseau astroglial subit une régulation bien spécifique dépendante de
'activité neuronale, le dirigeant préférentiellement vers les pieds astrocytaires (Rouach,

Koulakoff et al. 2008).

III-Controle central de ’'homéostasie énergétique.
A- 1a Prise alimentaire

En 1953, Kennedy émit '’hypothese «lipostatique » selon laquelle I'augmentation de la
masse adipeuse induit la sécrétion adipocytaire de signaux anorexigénes qui sont détectés
par le systeme nerveux central, conduisant en retour a la perte de poids. Cette derniere

réduira a son tour la masse adipeuse et les signaux anorexigénes levant ainsi I'inhibition
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sur la prise alimentaire pour restaurer les réserves en énergie (Kennedy 1953). Deux ans
plus tard, Mayer, proposa I'hypothese « glucostatique » suggérant qu'une baisse a court
terme de la disponibilité du glucose constitue I'élément stimulant la prise alimentaire.
Inversement, un message de satiété est généré lorsque les niveaux et ou la disponibilité de
glucose redeviennent normaux (Mayer 1955). Grace a des études ultérieures, ces deux
grandes hypotheses ont été validées, conduisant a l'identification de différentes hormones
impliquées dans cette régulation. En effet, différents signaux participent a la régulation de

la prise alimentaire a court et a long-terme.

Régulation a court terme : La plupart des signaux de régulation a court terme, sont des

signaux anorexigenes tels que les hormones gastro-intestinales (CCK, ghréline), incluant
différentes incrétines dont le GLP1, et le glucose, modulant ainsi la prise alimentaire en
agissant au niveau des neurones viscéraux dans la veine porte et de neurones localisés
dans ’ARC et le NTS (Havel 2001). Toute baisse de la glycémie sanguine en dessous de ~ 5
mM induit une réponse contre-régulatrice rapide. Cette derniere stimule la faim, active la
sécrétion du glucagon a partir des cellules alpha pancréatiques et des catécholamines a
partir des cellules de la médullo-surrénale, ainsi que la stimulation de la production
hépatique du glucose via le systeme nerveux autonome (Marty, Dallaporta et al. 2007).
Dans ce type de régulation, on retrouve également la ghréline, synthétisée par I'estomac et
seule hormone circulante connue a effet orexigene, dont la libération est induite par le

jeline et inhibée par la prise alimentaire (Cummings, Purnell et al. 2001).

Régulation a long terme: Deux principaux facteurs régulent a long terme la prise
alimentaire et 1'équilibre énergétique, soit, l'insuline, sécrétée par la cellule béta
pancreéatique et la leptine par le tissu adipeux. Toutes les deux, agissent au niveau du SNC
pour inhiber la prise alimentaire et augmenter les dépenses d'énergie (Havel 2001). Les
concentrations circulantes d'insuline et de leptine sont proportionnelles a la masse grasse
et constituent ainsi un signal du niveau d'adiposité et des réserves énergéetiques (Woods

and Seeley 2000).
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B- Les dépenses énergétiques

Le terme dépense énergétique englobe les dépenses liées au métabolisme de base, a la

thermogénese, et a I'exercice physique.

Le métabolisme de base représente environ 60 a 70% de nos dépenses totales et
correspond aux dépenses de l'organisme en état de repos dans le but d’assurer les

fonctions de ses organes vitaux (Connolly, Romano et al. 1999).

La thermogenese dépend principalement de la température ambiante et de la prise
alimentaire.

Cette derniere est appelée aussi thermogénése postprandiale. Elle est principalement due a
la conversion des aliments pour 'utilisation ou le stockage via 'activité des enzymes et des
transporteurs, elle dépend du contenu énergétique des aliments consommés (Westerterp
2004).

La thermogénese due a la température est divisée en deux types. D'une part, la
thermogénese de frisson produite par les contractions musculaires, cette derniére est

notamment absente chez les rongeurs (Clapham 2012).

D'autre part, la thermogénese sans frisson, qui résulte du découplage de la phosphorylation
oxydative mitochondriale et de la production d'ATP, et qui dépend essentiellement de la
capacité thermogénique du tissu adipeux brun (BAT). En effet, considéré depuis
longtemps, comme étant important seulement chez les petits mammiferes et les nouveau-
nés humains, des données récentes ont montré que le BAT est également fonctionnel chez
les humains adultes(Contreras, Gonzalez et al. 2014). La fonction du BAT est controlée a la
fois par le systéeme nerveux périphérique et central. Ce dernier implique différents noyaux
de 'hypothalamus, notamment, le VMH, premier noyau hypothalamique identifié comme
étant impliqué dans la thermorégulation. D’autre part, il a été démontré que la population
des neurones orexigénes (NPY/AGRP) de ’ARC inhibe la thermogenése (Shi, Lau et al.
2013), et qu'une perte partielle de ces neurones, conduit a un phénotype hypophagique,
caractérisé par une activation sympathique du BAT (Bewick, Gardiner et al. 2005). De plus,
une désinhibition des neurones du DMH, augmente I'activation sympathique du BAT et de

la thermogenese. Cependant, étant donné que les neurones du DMH ne projettent pas
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directement au niveau du BAT, les mécanismes impliqués dans cette régulation sont encore

mal connus.

Enfin, on retrouve l'activité physique qui varie en fonction de son intensité, de sa durée et

de sa fréquence. Elle inclut tout ce qui est relatif a I'activité physique et I'exercice.

C- Réseau neuronal impliqué dans la régulation de '’homéostasie énergétique.

C-1 Réseau des connexions intra et extra-hypothalamiques

Tel que mentionné précédemment, la régulation de 'homéostasie énergétique implique a la
fois '’hypothalamus et le tronc cérébral. Brievement, lors de la prise alimentaire, le tronc
cérébral recoit et intégre les informations en provenance du tractus digestif via le nerf
vague. Il représente ainsi le premier relais central des informations périphériques
nerveuses. En retour, I'hypothalamus, va réajuster le systeme autonome afin de réguler
plusieurs fonctions autonomes et végétatives dont la température corporelle, la pression
artérielle, ainsi que la fonction du pancréas, du foie, et du systéme cardiopulmonaire.
L’ensemble de ces régulations repose sur 'existence de différentes connexions, souvent
réciproques, entre les noyaux du tronc cérébral et ceux du MBH, et projetant pour
certaines, au niveau de la moelle épiniere (Marino, Xu et al. 2011) (Figure 4). Dans la

section qui suit, je me limiterai a la description du réseau neuronal hypothalamique.
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Figure 4 : Réseau des connexions intra et extra-hypothalamiques intervenant dans la

transmission de I'information entre le systéme nerveux central et la périphérie.

Les axones du PVN ou PVH(en vert), traversent le tronc cérébral en se projetant a la fois au
niveau du noyau dorso-vagal (DVN), du noyau para brachial et continuent jusqu’au niveau
des cellules intermédiolatérales de la moelle épiniere (IML). Les axones de ’hypothalamus
latéral (LH) se projettent au niveau du NTS (noyau du tractus solitaire) et du noyau
parabrachial. Finalement, on retrouve les neurones (POMC/CART) de ’'ARC (en rouge), qui
en plus de communiquer avec les autres neurones du méme noyau, du LH, du noyau
moteur dorsal médullaire du nerf vague et du NTS projettent directement au niveau de la

moelle épiniere.
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C-2 Réseaux des neurones hypothalamiques.

Au sein du noyau arqué du MBH, les neurones exprimant le neuropeptide NPY/ AGRP et
ceux exprimant POMC ont été identifiés comme les régulateurs clé du controle

hypothalamique de I'homéostasie énergétique.
C-2-1-Les neurones NPY
C-2-1-a Production et site d’action du neuropeptide Y (NPY)

Le neuropeptide NPY est composé de 36 acides aminés, il a été isolé pour la premiére fois a
partir du cerveau de porc en 1982 (Tatemoto, Carlquist et al. 1982). Il est principalement
exprimé et produit dans I’hypothalamus par les neurones de I’ARC (Chronwall, DiMaggio et
al. 1985). La majorité de ces neurones co-expriment aussi le peptide AGRP (Broberger,
Johansen et al. 1998). Toutefois, d’autres neurones du DMH sont aussi capables de produire
du NPY (Grove, Allen et al. 2003). En dehors de I'hypothalamus, certaines études ont
montré que d’autres régions telles que le tronc cérébral ou I'hippocampe comportent
également des neurones exprimant NPY (de Quidt and Emson 1986, van den Pol, Yao et al.
2009). Cependant, I’éventuel role du NPY au sein de ces régions extra-hypothalamiques
dans la régulation de la balance énergétique demeure inconnu.

Des expériences d’injection intracérébrale de NPY ont permis d’identifier trois noyaux
cibles du NPY dans I'hypothalamus, a savoir le LH, le PVN, et le VMH (Stanley, Chin et al.
1985). Toutefois, NPY semble préférentiellement moduler I'activité neuronale dans le PVN
par deux mécanismes pré et post-synaptiques. Au niveau pré-synaptique, le NPY agit en
inhibant la libération du neurotransmetteur GABA dans la fente synaptique des neurones
parvocellulaires (Melnick, Pronchuk et al. 2007). Le mécanisme post-synaptique, quant a
lui, est spécifique des neurones exprimant les récepteurs de la mélanocortine MC3 et 4R.
En effet, des études d’électrophysiologie utilisant la méthode de patch clamp ont testé les
effets d’AgRP, et NPY dans les neurones MC4R du PVN de souris transgéniques MC4R. Les
enregistrements de l'activité neuronale montre qu’a la fois AGRP et NPY induisent une
inhibition de l'activité des neurones MC4R via une hyperpolarisation directe de la
membrane. De plus, les effets observés de NPY étaient réversible suggérant ainsi qu'’ils

sont médiés par des mécanismes post-synaptiques (Ghamari-Langroudi, Srisai et al. 2011).
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C-2-1-b-Roéle du neuropeptide Y (NPY).

Le NPY est I'un des plus importants neuropeptides orexigenes agissant au niveau de
I’hypothalamus. Cinq récepteurs métabotropiques différents du NPY ont été identifiés
jusqu'a présent Y1, Y2, Y4, Y5 et Y6 couplés soit a la protéine Gi, inhibant ainsi I'Adénylate
Cyclase, soit a la protéine Gq conduisant a une augmentation des concentrations du calcium
intracellulaire (Gehlert 2004). Parmi I'’ensemble des récepteurs décrits, on note Y1 exprimé
dans les neurones POMC et Y2 au niveau des neurones NPY (Broberger, Landry et al. 1997)
de I'ARC. Une étude récente suggere que les effets de NPY sur la prise alimentaire
requiérent a la fois I'activation des deux récepteurs Y1 et Y5 (Nguyen, Mitchell et al. 2012).
L’étude des effets métaboliques et comportementaux de ce neuropeptide a démontré
qu’'une administration chronique de NPY chez des rongeurs induit une hyperphagie et une
prise de poids conduisant a 'obésité (Zarjevski, Cusin et al. 1993). Les taux de NPY dans
I’ARC sont augmentés dans plusieurs modeles animaux d’obésité notamment, les souris
sensibles a la DIO (Diet-Induced Obesity) (Guan, Yu et al. 1998), les souris obéses ob/ob
déficientes en leptine, et les souris déficientes en MC4R (Kesterson, Huszar et al. 1997). La
délétion de NPY chez les souris ob/ob réduit leur phénotype hyperphagique et d’obésité.
L’utilisation d’adénovirus anti-sens dirigé contre NPY spécifiquement dans ’ARC de rats
adultes, diminue I'expression de NPY et induit une diminution de la prise alimentaire et du
poids corporel (Gardiner, Kong et al. 2005). L'ensemble de ces études supportent donc un

role clé du NPY dans la régulation de la prise alimentaire et de 1'obésité.

C-2-2 Les neurones Agouti related-peptide (AGRP)
C-2-2-a Production et sites d’action d’AGRP

AGRP est un peptide de 132 aminoacides. Des études d'immunohistochimie et
d’hybridation in-situ ont démontré qu'AGRP est exprimé principalement dans
I’hypothalamus et les glandes surrénales (Haskell-Luevano, Chen et al. 1999). Cependant,
I'utilisation de la colchicine ne montre pas I'existence de corps cellulaires AGRP positifs en

dehors de ’ARC (Broberger, Johansen et al. 1998). De plus, il a été démontreé que 95% de la
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population des neurones exprimant AGRP, co-exprime le neuropeptide NPY et se

projettent vers le PVN et DMH (Arora and Anubhuti 2006).
C-2-2-b Role d’AGRP

Le role d’AGRP dans la régulation de la prise alimentaire et le poids corporel a été mis en
évidence en 1999 (Wilson, Ollmann et al. 1999). Une administration chronique d’AGRP
chez les rongeurs induit une hyperphagie conduisant a I'obésité (Small, Kim et al. 2001).
Inversement, 'ablation des neurones AGRP chez la souris adulte inhibe la prise alimentaire
chez ces animaux, conduisant dans certains cas a I'anorexie (Cansell, Denis et al. 2012).
L'AGRP est un antagoniste endogéne des récepteurs aux mélanocortines MC3 et 4R (Yang,
Thompson et al. 1999). Cependant, il a été suggéré qu'au moins une partie des effets a long
terme d’AGRP peut étre indépendante de son effet antagoniste de MC3 et 4R. Elle
impliquerait plutét des mécanismes supplémentaires tels que ses effets en tant qu’agoniste
inverse de MC3 et 4R, ou de son interaction avec un récepteur inconnu (Hagan, Rushing et
al. 2000). D’autre part, il a été démontré que 22 semaines de diéte riche en gras, réduit de
maniere significative I'expression d’AGRP au niveau de I'’ARC tandis que l'expression de
MC4R l'augmente (Huang, Han et al. 2003). L’activité neuronale des neurones NPY/AGRP
est sujet a régulation par plusieurs facteurs hormonaux régulant la prise alimentaire

notamment la leptine, la ghréline et I'insuline (Belgardt, Okamura et al. 2009).

C-2-3 Les neurones a Pro-opiomélanocortine (POMC)
C-2-3-a Production et sites d’action de POMC

Le pro-opiomélanocortine ou POMC est un précurseur de deux différentes classes de
peptides, les mélanocortines et les béta-endorphines (Pritchard, Turnbull et al. 2002). Il
est exprimé dans le cerveau ainsi que dans différents tissus périphériques. Les clivages
post-traductionnels de POMC différent selon le type de tissu ainsi que les endoprotéases
(convertases) exprimées dans ce tissu, conduisant a des hormones polypeptidiques
différentes (Bloomquist, Eipper et al. 1991, Bicknell 2008). Dans le SNC, POMC est
principalement exprimé au niveau hypothalamique ainsi que le NTS (Mountjoy 2010). Au

niveau de '’hypothalamus, il est retrouvé plus spécifiquement, dans les neurones de I’ARC,

25



Revue bibliographique

ou il est clivé en a-melanocyte-stimulating hormone (a-MSH) (Bicknell 2008). La plupart
des neurones POMC co-expriment également CART, un peptide avec des propriétés
anorexigenes. Les cellules POMC et CART-positives (POMC / CART) sont localisées dans la

partie ventro-latérale de ’ARC et la zone péri-arqué de I'hypothalamus (Cone 2005).

C-2-3-b Rdle de POMC

Le clivage de POMC dans les neurones de ’ARC génére I’ a-MSH. Ce peptide est un agoniste
des récepteurs MC3R et 4R exprimés par certains neurones du PVN de I'hypothalamus,
mais aussi, dans d’autres régions durant le développement telles que le cortex cérébral et
I'hippocampe (Kistler-Heer, Lauber et al. 1998). Administré centralement, I'a-MSH inhibe
la prise alimentaire ainsi que le poids corporel. Cet effet est altéré par 'administration
d’AGRP (Rossi, Kim et al. 1998) (Neary, Goldstone et al. 2004), qui est un antagoniste
endogene du MC4R.

Les souris déficientes en POMC semblent représenter le méme phénotype que celles
déficientes en MC4R, c’est a dire obéses, hyperphagiques et présentent une augmentation
soutenue de la prise alimentaire lors d’'un régime riche en gras. Les souris déficientes en
POMC présentent également une préférence marquée pour les dietes riches en gras
lorsqu'elles ont le choix de repas avec 10%, 45% ou 60% de matiere grasse (Garfield, Lam
et al. 2009). A l'instar des neurones NPY/AGRP, les neurones POMC semblent aussi étre
régulés a la fois par les nutriments tels que le glucose et les acides gras, et par les hormones
telles que l'insuline et la leptine (Belgardt, Okamura et al. 2009). Récemment, il a été
démontré qu'un régime riche en gras augmente le tonus anorexigene en modulant I'activité
des neurones POMC et ce, apres 3 jours de régime (Benani, Hryhorczuk et al. 2012). Des
mutations du géne POMC ou du récepteur MC4R sont les rares causes d'obésité
monogéniques chez 'homme, marquant ainsi lI'importance de ce réseau neuronal dans la

pathologie humaine (Farooqi and O'Rahilly 2005).
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IV-Signaux métaboliques et hormonaux impliqués dans la régulation centrale de

I’homéostasie énergétique.

Afin d’accéder au niveau central, les hormones ainsi que les nutriments circulants doivent

franchir la barriere hémato-encéphalique.
A-La barriere hémato-encéphalique (BHE).

La barriere hématoencéphalique est une structure vasculaire dont la caractéristique
principale est la présence de jonctions serrées entre les cellules endothéliales. Cependant,
la BHE comprend également d'autres types cellulaires incluant les cellules gliales et les
péricytes en contact direct avec les cellules endothéliales (Hawkins and Davis 2005)
(Langlet, Mullier et al. 2013). Les cellules endothéliales composant la BHE présentent une
faible épaisseur et de nombreuses mitochondries, caractéristiques d’'un métabolisme
énergétique intense. Elles reposent sur une membrane basale, composée d'un ensemble de
fibronectine, collagéne, perlecan et de différentes isoformes de chaines de laminine
(Engelhardt and Sorokin 2009). L’ensemble de cette structure permet ainsi de réguler
finement le passage de molécules de la périphérie vers le systeme nerveux central, en
diminuant la diffusion paracellulaire des substances provenant du plasma et les dirigeant
vers un passage transcellulaire (Moulle, Cansell et al. 2012). Ceci prévient une exposition
directe du systéeme nerveux central aux molécules circulantes, et garantit ainsi une

certaine stabilité de ’environnement cérébral.

Comme décrit antérieurement, différentes hormones et peptides sont impliqués dans le
controle central de 'homéostasie énergétique. Cependant, les effets physiologiques ainsi
que les mécanismes d’action de certains peptides tels que la bombésine et I’'entérostatine
ne sont pas complétement établis. Nous nous limiterons dans cette introduction a trois

hormones bien caractérisées qui sont la leptine, la ghréline et I'insuline.
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B- Signaux hormonaux
B-1 La leptine

La leptine est une hormone de nature peptidique, essentiellement secrétée par le tissu
adipeux proportionnellement a la masse adipeuse, et dont les taux circulants sont élevés
chez les personnes en surpoids et obeses. Le récepteur a la leptine, Ob-R, se présente sous
plusieurs isoformes se répartissant en trois groupes, la forme secrétée, courte, et longue.

Tandis que la forme sécrétée des récepteurs ne comprend que la partie extracellulaire du
récepteur se liant ainsi a la leptine circulante, les deux isoformes courte et longue
comprennent une partie extracellulaire, transmembranaire, et intracellulaire. La différence
majeure entre les deux, réside dans la longueur de la partie intracellulaire. Ainsi, la partie
courte assure le transport de la leptine a travers la BHE (Bates, Stearns et al. 2003), alors
que la forme longue est exprimée dans les noyaux de I'hypothalamus. En liant la leptine, ce
dernier s’associe via sa partie intracellulaire avec la voie de signalisation Janus
Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription (JAK/STAT), membre de la
famille des tyrosines kinases. La leptine active JAK2 qui s’autophospohoryle et active a son
tour par phosphorylation le facteur de transcription STAT3. STAT3 agit notamment en
régulant la transcription des génes codant pour POMC et NPY/AGRP (Bates and Myers
2004, Morton, Blevins et al. 2009). La leptine module également d'autres voies de
signalisation dans le cerveau, y compris la phosphoinositide 3-kinase (PI3K), ainsi que la
voie de 'AMPK (Villanueva and Myers 2008). Le role de la leptine dans la régulation de
I’homéostasie énergétique a bien été élucidé, notamment chez les souris ob/ob, déficientes
pour la leptine ainsi que les souris db/db déficientes pour son récepteur Ob-R. Ces souris
présentent une obésité sévere avec développement d’un diabete de type 2 chez la souris

db/db (Friedman and Halaas 1998).

B-2- L’insuline

L'insuline est la principale hormone hypoglycémiante. Bien que son expression a été
décrite au niveau cérébral (Banks 2004), sa sécrétion est quasi-exclusive par la cellule béta

du pancréas en réponse a une augmentation de la glycémie. De plus, les taux circulants de
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I'hormone sont proportionnels a la masse grasse (Polonsky, Given et al. 1988) supportant
son role de«lipostat». Son role principal est d'assurer le maintien de l'euglycémie en
situation postprandiale en inhibant la production hépatique du glucose et stimulant son
utilisation par le muscle et le tissu adipeux. Toutefois, I'insuline se révele aussi effectrice au
sein de certaines régions du cerveau qui régulent la balance énergétique.

Le récepteur a l'insuline est largement exprimé au niveau du SNC (Unger, Livingston et al.
1991), notamment au niveau du tronc cérébral, du cervelet, de I'hippocampe, du cortex, et
de I'hypothalamus. Ce dernier, présente une forte concentration dans I’ARC suivit des
autres noyaux hypothalamiques incluant le DMH, VMH et le LH (Schwartz MW et coll,,
1992). L’expression de l'insuline elle-méme au sein du cerveau, fait encore 'objet d'un
débat controversé. Cependant, la sécrétion d‘insuline a été détectée in vitro au niveau de
neurones de cerveau de rat en culture (Clarke, Mudd et al. 1986). Récemment, il a été
démontré, que le gene de l'insuline 2, Ins2 et non Ins1 est exprimé au niveau du systeme
nerveux central (Mehran, Templeman et al. 2012). L’activation des récepteurs a 'insuline
implique la voie phosphoinositide 3-kinase (PI3K/ AKT), la voie des MAP (Mitogen-
Activated Proteins) Kinases, en outre, I'inhibition de la voie PI3K bloque I'effet de I'insuline
sur la prise alimentaire (Niswender, Morrison et al. 2003). D’autre part, l'insuline active
aussi la voie mTOR (mammalian target of rapamycin) dans I'hypothalamus, a son tour,
mTOR/S6K (p70 S6 kinase) régule la suppression de la production hépatique du glucose
meédiée par l'insuline (Ono, Pocai et al. 2008). Le role central de I'insuline dans la régulation
de 'homéostasie glucidique a fait I'objet de plusieurs études. Dans ce contexte, les souris
dont le géne du récepteur a l'insuline a été invalidé spécifiquement dans les neurones,
deviennent obéses suite a une augmentation de la prise alimentaire, et développent une
résistance a l'insuline et une hypertriglycéridémie (Bruning, Gautam et al. 2000).
Cependant, la découverte d'un certain nombre de fonctions non-métaboliques de l'insuline
dans le SNC et a la BHE, suggere que contrairement a son role de régulateur métabolique au
niveau périphérique, I'insuline agit au niveau central indépendamment du glucose.

il a été particulierement démontré que l'insuline a plusieurs effets sur la fonction des
cellules de la barriere, en améliorant le transport des deux acides aminés, la tyrosine et le

tryptophane(Cangiano, Cardelli-Cangiano et al. 1983). L’insuline augmente aussi le
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transport de la leptine du sang vers le cerveau (Kastin and Akerstrom 2001), ainsi que
'expression et la fonction du transporteur, la glycoprotéine-P (Liu, Yang et al. 2009).

Par ailleurs, d’autres aspects des effets centraux de 'insuline, liés a la cognition, sont aussi
bien documentés (Luchsinger, Tang et al. 2004).

L’ensemble de ces données montrent donc que l'insuline emprunte deux voies d'actions
différentes entre les tissus périphériques et le SNC, la raison de cette différence demeure
inconnue, cependant, il est bien établi que I'action de I'insuline au niveau central dépend a
la fois de sa production périphérique par la cellule béta pancréatique et de son transport a

travers la BHE (Banks, Owen et al. 2012).

B-3 La ghréline

La ghréline est synthétisée principalement par les cellules endocrines de I'estomac et les
cellules de l'intestin, elle a été identifiée initialement comme un facteur stimulant la
sécrétion d’hormone de croissance en se liant a son récepteur couplé aux protéines G, le
GHSR (Growth Hormone Secretagogue Receptor). Une fois activé, le GHSR augmente
I'activité de l'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3)/ phospholipase C et diacylglycérol
conduisant a 'augmentation du calcium intracellulaire et I'activation de la protéine kinase
C (Abizaid and Horvath 2012). Par la suite, d’autres fonctions lui ont été attribuées
notamment le contrdle de la sécrétion des acides gastriques, la motilité gastro-intestinale,
ainsi que d’autres processus (van der Lely, Tschop et al. 2004 ). Toutefois, I'importance de
la ghréline réside dans son role majeur dans la régulation de I'homéostasie glucidique.
L’infusion de la ghréline augmente la glycémie sanguine, réduit la tolérance au glucose et
diminue la sécrétion d’insuline via des mécanismes impliquant la cellule béta pancréatique
(Dezaki, Hosoda et al. 2004). A ce jour, la ghréline est la seule hormone orexigéne
identifiée. L’administration périphérique ou centrale de la ghréline conduit a une
augmentation puissante de la prise alimentaire, similaire a celle obtenue avec le
neuropeptide NPY. De plus, I'administration chronique ICV de la ghréline réduit l'utilisation
des acides gras dans les tissus périphériques conduisant a leur accumulation et a

I'augmentation du poids corporel (Abizaid and Horvath 2012).
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C- Signaux métaboliques
C-1 Les acides aminés

Les acides aminés sont des éléments clé dans la composition des protéines. Ce sont aussi
des précurseurs de plusieurs composants incluant les neurotransmetteurs et les hormones.
[Is se divisent en deux groupes, les acides aminés essentiels, qui ne sont pas synthétisés par
I'organisme, et nécessitent donc un apport via 1'alimentation, et les acides aminés non
essentiels qui sont synthétisés a partir des intermédiaires de la glycolyse et du cycle de
I'acide citrique.

A leur tour, les acides aminés sont détectés initialement au niveau de la cavité orale
impliquant les récepteurs couplés a la protéine G de la famille des récepteurs (type 1 taste
receptor) T1R1 et T1R3 (Wauson, Lorente-Rodriguez et al. 2013) et les récepteurs
métabotropiques au glutamate (mGluR1 et mGluR4) (Chaudhari, Pereira et al. 2009). Des
études récentes suggerent que l'apport en protéines alimentaires ou 'augmentation des
concentrations circulantes des acides aminés régulent la prise alimentaire (Wang,
Khondowe et al. 2012). En effet, 'administration des protéines a court terme ou des acides
aminés tels que la phénylalanine et le tryptophane, diminue et supprime respectivement la
prise alimentaire (Rogers and Blundell 1994, Porrini, Santangelo et al. 1997). De plus, une
administration périphérique in vivo d’'une mixture d’acides aminés active les neurones
orexigenes a orexines au niveau du LH (Karnani, Apergis-Schoute et al. 2011).

D’autres approches expérimentales qui consistent a infuser la leucine au niveau du MBH,
montrent une réduction significative de la prise alimentaire et du poids corporel (Cota,
Proulx et al. 2006), ainsi que le taux plasmatique du glucose. Combinée a un clamp
pancreéatique basal, I'infusion de la leucine supprime la production hépatique du glucose en
diminuant a la fois la glycogénolyse et la néoglucogenese, suggérant ainsi le role
meétabolique de la leucine au niveau du MBH dans le contrdle de I'homéostasie glucidique
(Su, Lam et al. 2012). Au niveau central, deux principales voies de signalisation sont
impliquées dans la détection des acides aminés , qui sont la voie mTORC1 (Mammalian
Target of Rapamycin Complex 1) et GCN (General Control Non-derepressible)(Xia, Cheng et
al. 2012) (Maurin, Jousse et al. 2005). Il est important de noter que des transporteurs

membranaires d’acides aminés sont présents en aval et en amont de ces deux voies de
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signalisation, afin de réguler les concentrations intra et extracellulaires des acides aminés
(Taylor 2014). Cependant le role de ces transporteurs dans la régulation hypothalamique

de la balance énergétique par les acides aminés est encore inconnu.

C-2 Le Glucose

Le glucose est I'élément clé du métabolisme énergétique, il représente la source d’énergie
fondamentale chez la plupart des especes. Il est aussi précurseur d’autres molécules
rentrant dans la régulation du métabolisme énergétique et responsable d’autres fonctions
comme la différentiation et la croissance cellulaire. Le glucose circulant provient de deux
principales sources, soit l'alimentation ou la production endogéne. Cette derniere se
manifeste en situation de jeline, situation pendant laquelle 'organisme puisera dans ses
réserves au niveau hépatique via la glycogénolyse et la gluconéogenese. Le stockage et la
mobilisation du glucose sont essentiellement controlés par les hormones pancréatiques,
I'insuline et le glucagon, respectivement produites par les cellules béta et alpha du
pancréas. La sécrétion de ces hormones est régulée en partie par '’hypothalamus via le
systeme nerveux autonome qui innerve les cellules alpha et béta-pancréatiques (Pocai, Lam
et al. 2005). De plus, le systeme nerveux autonome régule directement la production

hépatique de glucose (Pocai, Obici et al. 2005).

Grace a la méthode utilisant le [14C] 2-désoxyglucose (2DG), analogue du glucose non
meétabolisable, Sokoloff et al, ont rendu possible l'estimation in vivo, des niveaux de
|'utilisation du glucose dans le cerveau, et a fourni une premiere démonstration pour
|'utilisation cérébral du glucose (Sokoloff, Reivich et al. 1977). Cependant la limitation de
cette méthode, est que la nature cellulaire responsable de cette utilisation restait encore
inconnue. Ceci a été rendu possible notamment grace au développement de la technique
d’autoradiographie a haute résolution, pour la localisation du glucose ou du 2DG
radiomarqué, combinée a des marquages imunohistochimiquee. Ainsi, il a été montré que
50% du glucose entrant dans le cerveau est repris par les astrocytes, tandis que 1'autre
moitié est directement métabolisée par les neurones (Nehlig, Wittendorp-Rechenmann et

al. 2004).
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Dans une revue récente, une estimation de la distribution des dépenses énergétiques au
niveau cérébral a été réalisée, d'une part, entre les différentes régions et d’autre part, entre
les différents processus au sein de la méme région. Basés sur différents modeles publiés
antérieurement, Howarth et al, ont proposé une nouvelle estimation de cette distribution,
en comparant deux régions cérébrales, soit, le cortex et le cervelet. 50% des dépenses
énergétiques dans le cortex seraient donc dédiées aux récepteurs post-synaptiques, contre
seulement 22% dans le cervelet. Inversement, ce dernier, utiliserait une grande fraction
d’énergie, 54%, pour maintenir le potentiel de repos contre 20% dans le cortex cérébral,
qui, garderait ce méme pourcentage pour les potentiels d’action contre 17% dans le
cervelet. Ainsi, dans le cortex cérébral, les récepteurs post-synaptiques sont le principal
consommateur d’énergie (50%), contrairement au cervelet ou l'énergie est utilisée
principalement pour le maintien du potentiel de repos (54%) (Howarth, Gleeson et al.
2012). Ces données suggerent donc une étroite liaison entre les fonctions des régions
cérébrales et la distribution des dépenses énergétiques. Toutefois, trés peu est connu sur la
distribution de I’énergie entre les fonctions de base telles que la synthese protéique et celle
des lipides ainsi que le trafic des organites et des molécules. Bien qu’au niveau du cortex,
cette proportion a été estimée entre 25 et 50% (Howarth, Gleeson et al. 2012), rien n’est
encore établi au niveau hypothalamique.

Le métabolisme énergétique cérébral est un processus dynamique hautement régulé, ceci
est principalement due a une étroite collaboration entre les neurones, les astrocytes et les
cellules endothéliales formant ce qu’on appelle 'unité neurovasculaire (Muoio, Persson et
al. 2014). De ce fait, les demandes énergétiques cellulaires, le taux du meétabolisme
cérébral, et le débit sanguin cérébral sont étroitement couplés, ainsi, une augmentation de
la demande énergétique conduirait a une augmentation du débit sanguin.

Globalement, I'entrée du glucose dans les cellules se fait a 'aide de transporteurs divisés en
différentes isoformes selon leur localisation ou leur affinité pour le glucose. (Thorens and

Mueckler 2010).
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C-2-1 Transport et métabolisme

Afin de pénétrer dans la cellule, le glucose doit traverser la membrane plasmique. Ce
passage se fait essentiellement par diffusion passive a travers la membrane, diffusion
facilitée via les transporteurs Gluts et par transport actif via les transporteurs SGLT
(sodium glucose cotransporter-1 et 2). Ces derniers, sont tres présents au niveau du tube
digestif et du tube rénal (Kanwal and Banerjee 2013).

Les transporteurs Gluts assurent une diffusion passive facilitée du glucose selon le
gradient de concentration. Initialement caractérisés comme transporteurs exclusifs de
glucose, il s’est avéré que certains Gluts transportent aussi d'autres hexoses. Par
exemple, Glut-2 transporte non seulement le glucose mais aussi le fructose et le
galactose, alors que Glut-5 transporte spécifiquement le fructose (Mueckler and Thorens
2013). La famille des Gluts comprend 14 isoformes qui différent par leur affinité pour le
glucose ainsi que leur distribution tissulaire et intracellulaire. Je me limiterai ici a la
description des isoformes de Gluts exprimés dans le cerveau dont la localisation est

résumeée dans le tableau 1.

Glut-1, présente une affinité pour le glucose de ~ 4 mM, entrainant un transport saturé
et maximal de ce dernier en conditions euglycémiques. Au niveau central, Glut-1 existe
sous deux isoformes de masses moléculaires différentes. Cette différence de masse
moléculaire est due a l'existence d'un site de glycosylation au niveau de la premiére
boucle extracellulaire de sa structure transmembranaire. Typiquement, Glut-1 est
exprimé dans les cellules qui servent de barriére tels que 1'endothélium cérébral de la
BHE et le pigment rétinien épithélial de la barriere hémato-rétinienne (Yeh, Lin et al.
2008). Alors que l'isoforme de 45-kDa est exprimée plus spécifiquement au niveau des
pieds périvasculaires astrocytaires et absente dans les axones, les synapses neuronales
et la microglie (Jurcovicova 2014), l'isoforme de 55 kDa est située au niveau des
membranes luminales et abluminales des cellules endothéliales cérébrales. Cependant
des études antérieures ont rapporté l'expression de Glut-1 dans des neurones en
culture a la fois au niveau de la membrane plasmique et du cytoplasme (Maher, Davies-

Hill et al. 1991).
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Glut-2, possede une forte constante d’affinité Km égale a ~17 mM, caractéristique qui
lui permet, dans la cellule béta pancréatique, d'assurer la détection du glucose, et de le
transporter, proportionnellement aux concentrations circulantes, sans étre saturé
(Thorens 1992). Au niveau central, la présence de Glut-2 a été détectée a la fois au
niveau des neurones et des astrocytes (Arluison, Quignon et al. 2004), dans un nombre
de noyaux cérébraux incluant le NTS, le bulbe olfactif, ainsi que différents noyaux
hypothalamiques, tels que le PVN, le LH et 'ARC (Leloup, Arluison et al. 1994). D’autre
part, Glut-2 joue aussi un role dans la détection du glucose que j’aborderai un peu plus

loin.

Glut-3, est le transporteur majeur du glucose dans les neurones avec des niveaux
d’expression variables selon les régions cérébrales et une faible constante d’affinité
d’~1.5 mM. Le marquage intracellulaire montre que I'expression de Glut-3 est beaucoup
plus concentrée au niveau des terminaisons pré et post synaptiques. Ces zones sont
connues pour leur grande capacité métabolique et demande d'énergie (Leino, Gerhart et al.
1997) (Simpson, Dwyer et al. 2008). Tout cela suggére donc le réle fonctionnel de Glut-3
dans le processus de terminaison synaptique. Cependant, peu de marquage a été détecté au
niveau du corps cellulaire neuronal lui-méme. Les astrocytes et les cellules endothéliales
n’ont pas montré de présence de Glut-3, confirmant ainsi que c’est un transporteur neuronal

spécifique (Leino, Gerhart et al. 1997).

Glut-4, sa constante d’affinité est de 2 a 5 mM. Globalement, son rdle et sa régulation au

niveau central sont peu connus. Des études ont montré la présence de 'ARNm de Glut-4

ainsi que sa protéine dans plusieurs régions du cerveau de rongeurs, incluant le cervelet, le

cortex, ’hippocampe ainsi que '’hypothalamus (El Messari, Ait-Ikhlef et al. 2002). De plus,

dans un modele de rats hyperinsulinémiques et hyperglycémiques, caractérisé par la

diminution de I'activité du systéme nerveux autonome, I'expression de Glut-4 était affectée

dans certains noyaux hypothalamiques (Alquier, Leloup et al. 2001). Cependant, il est

important de mentionner que globalement, I'utilisation et le transport de glucose dans le

cerveau, ne sont pas controlés par l'insuline.
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Glut-5: a une constante d’affinité d’'~ 6mM, présente une affinité préférentielle pour le
fructose et est principalement exprimé dans les cellules épithéliales de I'intestin. Dans le
cerveau, sa présence a été décrite dans les cellules microgliales. Cependant, comme il est
encore incertain que le fructose traverse la BHE, il est possible que Glut-5 transporte
d’autres substrats, ce qui pourrait expliquer sa distribution tissulaire et son implication

dans la pathologie du diabéte (Mueckler and Thorens 2013).

Glut-1 (55kDa): Cellules endothéliales ~ 4mM
(45kDa): Astrocyte

Glut-2 Astrocytes, Neurones ~ 17mM

Glut-3 Neurones ~ 1.5mM

Glut-4 Cervelet, Cortex, Hippocampe et 2-5mM

Hypothalamus

Glut-5 (transport Cellules microgliales ~6mM
du fructose)

Tableau 1 : Localisation cérébrale des transporteurs du glucose (Gluts).

Tableau illustrant I'expression tissulaire ou cellulaire des transporteurs du glucose au sein
du cerveau, ainsi que leurs caractéristiques cinétiques représentées ici par leur Km

(Constante de Michaelis.) pour le glucose.
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La famille des Gluts compte aussi d’autres isoformes dont les fonctions spécifiques au
niveau périphérique et central ne sont pas encore totalement élucidées.

Transporté a l'intérieur de la cellule, le glucose est phosphorylé par 'enzyme hexokinase,
pour produire du glucose -6-phosphate (glucose-6P). Ce dernier peut emprunter trois voies
métaboliques possibles. Soit il est stocké sous forme de glycogene ou pris en charge par la
voie du pentose phosphate (PPP) conduisant a la production de NADPH. Finalement, il peut
étre métabolisé par la glycolyse générant deux molécules de pyruvate, de I'ATP et du
NADH. Le pyruvate entre ensuite dans les mitochondries, ou il est métabolisé par le cycle
de TCA et la phosphorylation oxydative et produit de I'ATP et du COZ2, tout en consommant
de l'oxygene. Le pyruvate peut aussi étre réduit en lactate et libéré dans l'espace
extracellulaire par les transporteurs de monocarboxylates (MCT) (Belanger, Allaman et al.
2011).

C-2-2 Détection et effets centraux

C-2-2-a Populations neuronales sensibles au glucose

C-2-2-a-i Neurones « Gluco-Excité » GE et « Gluco-Inhibé » GI

La détection des variations des concentrations circulantes du glucose implique la présence
des cellules spécialisées capables de détecter ces variations, et permettent en retour
d’ajuster la glycémie et la prise alimentaire. Ces cellules sont appelées « glucose-sensor ».
Elles sont localisées a la fois au niveau de la veine porte, l'intestin, le pancréas endocrine,
les corps carotidiens, et le systeme nerveux central (Marty, Dallaporta et al. 2007). Les
premieres expériences démontrant I'implication du cerveau dans le controle de la glycémie
ont été réalisées par le célebre physiologiste Claude Bernard en 1854, qui observa que le
diabete pouvait étre induit chez le lapin par une « piqlire » au niveau du quatrieme
ventricule cérébral (piqilire diabétique). Depuis, de nombreuses études ont mis en évidence
la présence de neurones spécialisés dans la détection des concentrations circulantes du
glucose (Routh 2010). En fonction de leur réponse a la variation de la concentration

extracellulaire en glucose, deux types de neurones sensibles au glucose ont été
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caractérisés au niveau du SNC, plus spécifiquement au niveau de I'’hypothalamus. Les
premiers, dont I'activité électrique est proportionnelle a la concentration extracellulaire

en glucose sont appelés « Gluco-Excité » ou GE. A I'opposé, les neurones « Gluco-Inhibé »
ou GI présentent une activité inversement proportionnelle a la concentration du glucose
(Marty, Dallaporta et al. 2007). Cependant, I'existence des neurones GE et GI n’est pas
restreinte a I'hypothalamus. Ils sont aussi présents dans d’autres régions cérébrales
impliquées dans la régulation de la prise alimentaire incluant le NTS, le locus coeruleus et
la substance noire (Penicaud, Leloup et al. 2002). Les mécanismes impliqués dans
l'activation des neurones GE suite a une augmentation de la glycémie semblent similaires a
ce qui a été décrit dans la cellule béta pancréatique. En effet, 'augmentation de la
concentration intracellulaire en ATP générée par le métabolisme du glucose, conduit a la
fermeture des canaux potassiques ATP-dépendants (Karp), induisant une dépolarisation de
la membrane, un influx de calcium (Ca2+) et la sécrétion des neurotransmetteurs ou
neuropeptides. Dans les neurones GI, 'augmentation de I'ATP due a I'élévation de la
glycémie, induit une suppression de la sécrétion des neurotransmetteurs via une

hyperpolarisation membranaire (Jordan, Konner et al. 2010) (Figure 5).

C-2-2-a-ii Cellules gliales

Outre les différents réles déja discutés, les cellules gliales notamment les astrocytes, sont
aussi impliqués dans les mécanismes de détection du glucose (Guillod-Maximin, Lorsignol
et al. 2004). Pour les astrocytes, ce role est consolidé par leur localisation entre les
vaisseaux sanguins et les neurones ainsi qu’au niveau des ventricules. D’autre part, les
tanycytes, cellules dont les corps cellulaires bordent la base du troisieme ventricule, et les
prolongements atteignent la ME, semblent aussi étre impliquées dans le mécanisme de la
détection central du glucose. 11 a été notamment démontré qu’en réponse a une
augmentation des concentrations du glucose, les concentrations du CaZ+ intracellulaire

augmentent également au sein des tanycytes (Frayling, Britton et al. 2011). De plus, les
tanycytes expriment Glut-2 et la glucokinase, ce qui consolide fortement leur réle dans la

détection du glucose (Millan, Martinez et al. 2010).
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Figure 5: Mécanismes de détection du glucose dans les neurones hypothalamiques.

a- Dans les neurones GE, une augmentation des concentrations extracellulaires du glucose
et/ ou du lactate induit une augmentation du ratio ATP/ADP conduisant a la fermeture des
canaux potassiques ATP dépendants suivie par une dépolarisation de la membrane
plasmique et une entrée des ions Ca?* a travers les canaux voltage-dépendants. L’activité
neuronale est ainsi stimulée et conduit a la sécrétion des neurotransmetteurs.

b- Dans les neurones GI, 'augmentation du ratio ATP/ADP induit I'activation de la pompe
Na+-K+-ATPase et/ ou l'inhibition de '’AMPK. Ceci entraine l'ouverture des canaux Cl- et
I’hyperpolarisation de la membrane plasmique, et par conséquent, conduit a la suppression

de la sécrétion de neurotransmetteurs.
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C-2-2-a-iii Couplage métabolique entre les neurones et les astrocytes.

Les astrocytes et les neurones, ont tous deux la capacité d'utiliser le glucose et/ ou le
lactate (Zielke, Zielke et al. 2009). L’utilisation in vivo de la méthode du *C 2-DG associée a
des méthodes de trajectographie cellulaire et d'immunohistochimie a montré que 50% du
glucose entrant dans le cerveau est directement métabolisé par les neurones, tandis que
I'autre moitié est prise et phosphorylée par les astrocytes (Nehlig, Wittendorp-

Rechenmann et al. 2004).

Historiquement, deux grandes hypothéses ont été émises concernant le métabolisme du
glucose au niveau central. D’une part, on retrouve I'’hypothése dite classique, et d’autre

part 'hypotheése de la navette du lactate (ANLS).

Selon I'hypotheése classique, I'augmentation de l'activité de la pompe Na + K+ ATPase dans
les cellules cérébrales, suite a l'activation neuronale, provoque une augmentation de
l'utilisation de I'ATP, augmentant ainsi les taux de la glycolyse et du métabolisme oxydatif
a la fois dans les neurones et les astrocytes, qui tous les deux, vont produire et utiliser le
lactate. Ce dernier serait donc produit dans le cerveau temporairement quand le taux de
'activité glycolytique dépasse celui du métabolisme oxydatif (Prichard, Rothman et al.
1991). Cependant, cette hypothése ne prend pas en considération les voies aérobiques ou
anaérobiques du métabolisme du glucose, plus encore, le lactate ne serait utilisé que

lorsque le taux de la glycolyse est faible.

En revanche, 'hypothese d’ANLS propose que l'augmentation de l'activité neuronale
induirait une augmentation de la glycolyse anaérobique uniquement dans les astrocytes
sans augmenter la voie de la glycolyse neuronale. Les astrocytes vont donc produire du
lactate destiné a étre transporté vers les neurones en activité pour alimenter leur
meétabolisme oxydatif (Magistretti and Pellerin 1999). En effet, le glycogéene emmagasiné a
partir du glucose par les astrocytes, peut étre converti rapidement en pyruvate et lactate et
métabolisé dans le cycle de Krebs, utilisé pour la biosyntheése du glutamate, et

éventuellement pour reproduire du glucose. A la fois, le glucose et le lactate seront
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exportés afin d’étre utilisés par les neurones (Vilchez, Ros et al. 2007, Suzuki, Stern et al.

2011) (Fig. 6).

Quoique des études des caractéristiques cinétiques des enzymes métaboliques et des
changements observés dans les métabolites prétaient peu de soutien au concept de base de
I’ANLS (Chih and Roberts Jr 2003), D’autres études supportent cette derniere. Ainsi, il a été
montré que les deux types cellulaires, neurones et astrocytes, possédent deux profils
différents d'expression des geénes clés régulant le métabolisme énergétique (Lovatt,
Sonnewald et al. 2007) (Herrero-Mendez, Almeida et al. 2009). En conséquence, il a été
démontré que les neurones sont principalement oxydatifs, alors que les astrocytes sont
principalement glycolytiques, ce qui appuie fortement l'existence d'un couplage
métabolique neuro-astrocytaire. Un couplage dont l'importance a été démontrée,
notamment, via une perfusion directe du lactate dans le VMH durant un clamp
hypoglycémique. Cette derniere a entrainé une suppression de la sécrétion du glucagon

mimant ainsi I'effet du glucose (Borg, Tamborlane et al. 2003).

D’autre part, il a été démontré que dans I'’hypothalamus, les mécanismes de détection des
niveaux circulants du glucose dépendaient du taux de glucose converti en lactate par les
astrocytes (Lam, Gutierrez-Juarez et al. 2005). Des données récentes obtenues a partir de
cerveaux de rats, suggerent que la capacité des astrocytes a absorber du lactate a partir du
fluide extracellulaire ou via I'’ANLS était 2 a 4 fois plus rapide et plus élevée comparée a
celle des neurones (Gandhi, Cruz et al. 2009). Le réseau astrocytaire était capable de
disperser le lactate dans I'ensemble du syncytium le long de la vascularisation jusqu’ aux
pieds astrocytaires, pour le libérer dans le sang ou dans d'autres régions du cerveau via le

liquide péri-vasculaire (Gandhi, Cruz et al. 2009).

Bien que la production du lactate astrocytaire, qui va servir comme source d'énergie pour
les neurones, ait été proposée par Pellerin et Magistretti (Pellerin et Magistretti, 1994), ce
n’est que récemment qu’'une étude in vivo a démontré le role protecteur du lactate, comme
source d'énergie primaire, dans le maintien de l'activité neuronale en perfusant du lactate

lors d’hypoglycémie induite par l'insuline. Il a été notamment démontré d'une part que
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Figure 6 : Couplage métabolique entre neurones et astrocvtes

Le glucose est absorbé directement par les neurones ou via les astrocytes qui vont le
dégrader pour produire du lactate. Ce dernier conduit a la production du glutamate qui
sera libéré au niveau des synapses glutamatergiques. L'action du glutamate se termine via
sa réabsorption par les astrocytes, il sera co-transporté avec l'ion Na* entrainant une
augmentation de la concentration intracellulaire de ce dernier. Ceci conduit a l'activation

de la pompe Na*-K-ATPase et le glutamate est alors converti en glutamine.

GIn, glutamine; Glu, Glutamate; Glut, Glucose transporter EAAT. Excitatory Amino Acid

Transporter 1.
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le cerveau oxyde rapidement le lactate d'une maniere dépendante de son activité. Et
d’autre part, qu’il réduisait son utilisation du glucose d'une fagon dépendante de
I'augmentation de la concentration du lactate (Wyss, Jolivet et al. 2011). Ceci suggere donc
que le cerveau préfere le lactate au glucose comme substrat énergétique lorsque les deux
substrats sont disponibles.

Un autre aspect important de 'ANLS est la maintenance de l'excitabilité neuronale qui
consiste a I'élimination rapide des neurotransmetteurs libérés dans la fente synaptique
mettant fin a la transmission synaptique. Ce processus est d’autant plus critique pour
éviter toute excitotoxicité neuronale due a une sur-stimulation du glutamate. Ce dernier,
est principalement capté par les transporteurs du glutamate 1 (GLT-1) ainsi que les
transporteurs Glutamate-aspartate (GLAST) connus chez les humains sous le nom de

EAAT1 et EAAT2 (Bak, Schousboe et al. 2006).

C-2-2-b Acteurs de la détection du glucose

C-2-2-b-i Transporteurs de glucose : Gluts

Indépendamment de leur role dans le métabolisme du glucose, certains Gluts notamment
Glut-1 et Glut-2 semblent agir en tant que récepteur via une signalisation intracellulaire.
Ainsi, les souris chez qui Glut-2 a été tronqué en C-terminal de fagcon a perdre son activité
en tant que récepteur tout en gardant son activité de transporteur, montrent une
augmentation de la prise alimentaire, ainsi qu’'une altération de l'activation de c-Fos par le
glucose au niveau des neurones de I'’ARC (Stolarczyk, Guissard et al. 2010). Récemment, il a
été suggéré que Glut-2 pourrait constituer un lien entre la détection de I'hypoglycémie et la
réponse contre-régulatrice dans les neurones sensibles au glucose du NTS (Lamy, Sanno et
al. 2014). D’autre part, Lam et al ont montré qu'une hyperglycémie soutenue altére la
détection hypothalamique du glucose et induit une baisse de la production hépatique de
glucose via des changements de Glut-1 dans les cellules astrogliales hypothalamiques. Ceci
confirme ainsi son réle dans la détection hypothalamique du glucose (Chari, Yang et al.
2011). Toutefois, des études d’électrophysiologie ont démontré que le pourcentage des

neurones glucosensibles au niveau de ’ARC et/ou du NTS ne représente que 20 a 30 % de
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I’ensemble de la population neuronale présente dans ces noyaux (Levin 2006). Dans I'ARC,
seulement 30% des neurones glucosensibles expriment Glut-2, qui malgré sa présence, ne
semble pas étre impliqué dans le mécanisme de détection du glucose (Kang, Routh et al.
2004).

Le désaccord entre ces différentes études, peut étre expliqué par la différence des modeles
utilisés, in vivo vs ex vivo. D’autres études doivent donc étre réalisées afin de mieux élucider

le role des Gluts dans la détection du glucose au niveau central.

C-2-2-b-ii La glucokinase (GK)

La plupart des neurones expriment I’hexokinase-I (HK-I), enzyme saturée en présence de
concentrations physiologiques de glucose et inhibée par son produit, le glucose-6-
Phosphate (Sutherland, McReynolds et al. 2005). De ce fait, Il a été suggéré que la
glucokinase peut étre impliquée dans le mécanisme de détection du glucose par les
neurones glucosensibles. En effet, la GK est exprimée au niveau cérébral dans plusieurs
régions incluant le MBH et le LH, et est retrouvée dans différents types cellulaires incluant
les neurones GE et GI, ainsi que les cellules gliales (Lynch, Tompkins et al. 2000, Dunn-
Meynell, Routh et al. 2002). L'inhibition de la GK par I'alloxane, agent pharmacologique
dont la structure ressemble a celle du glucose, affecte de ~ 75% les oscillations calciques
dans les neurones GE et GI exprimant la GK (Kang, Routh et al. 2004). Plus encore, la
désactivation de la GK via des ARNs interférents dans des neurones ou des cultures
primaires de VMH et/ou de I’ARC, induit une réduction de la réponse des neurones GE et
GI aux augmentations des concentrations du glucose. Inversement I’activation
pharmacologique de la GK conduit a une augmentation dose dépendante des oscillations
calciques des neurones GE (Kang, Dunn-Meynell et al. 2006). L’ensemble de ces résultats
suggere fortement que la GK est impliquée dans la détection hypothalamique du glucose.
Toutefois, étant donné que les astrocytes sont aussi impliqués dans la détection du glucose,

il serait intéressant de tester sila GK joue ce méme réle au sein des astrocytes.
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C-2-2-b-iii L’AMP-activated kinase (AMPK)

-Expression et régulation

L’AMPK (AMP-activated kinase) est une sérine/thréonine kinase composée d’une sous
unité catalytique (a1l ou a2) et de deux sous unités régulatrices (1 ou 2 et y1, y2 ou y3).
Elle est activée en réponse a une diminution du ratio AMP:ATP par la phosphorylation de la
sous unité a sur la thréonine 172. Ce processus est catalysé par la protéine Liver kinase B1
(LKB1) ou la protéine kinase Ca+2/Calmoduline dépendante o ou 3 (CaMKK a ou CaMKK
B). L’AMPK est aussi activée de maniere allostérique par I'’AMP en augmentant sa
phosphorylation via I'inhibition de la protéine phosphatase 2C (PP2C) (Blanco Martinez de
Morentin, Gonzalez et al. 2011).

Les mécanismes induisant I'activation de ' AMPK via 'augmentation de ’AMP, sont connus
sous le nom de mécanismes classiques «canoniques». Cependant des travaux récents
suggerent que d'autres stimuli tels que les ROS (Reactive oxygen species) et les dommages
a ’ADN, peuvent activer 'AMPK via des voies «non-canoniques» n'impliquant pas des
changements dans les niveaux d'AMP. Globalement, les mécanismes impliqués dans ces
voies ne sont pas encore élucidés (Hardie, Ross et al. 2012).

Au niveau périphérique, 'AMPK est exprimée dans tous les tissus et organes. Elle est
impliquée dans le contréle de plusieurs mécanismes physiologiques, dont le métabolisme
intracellulaire incluant le métabolisme glucidique, des lipides, la synthese protéique ainsi
que la fonction mitochondriale (Hardie, Ross et al. 2012). L'activation de I'AMPK conduit
d’'une part a la stimulation des voies cataboliques de la synthése d’ATP telles que
I'absorption et le métabolisme du glucose et des acides gras. D’autre part, les voies
anaboliques consommatrices d’ATP sont régulées a la baisse, en outre, la synthése des
acides gras, du cholestérol, du glycogene, et des protéines (Spasic, Callaerts et al. 2009).
Elle est aussi impliquée dans d’autres mécanismes, telles que la croissance et la
prolifération cellulaire (Jones, Plas et al. 2005), ainsi que la résistance a I'insuline (Iglesias,
Ye etal. 2002).

Au niveau central, 'AMPK est exprimée dans la plupart des régions cérébrales tout au long

du développement (Turnley, Stapleton et al. 1999). Elle présente une forte expression
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notamment dans les noyaux hypothalamiques controlant la balance énergétique incluant
I’ARC, VMH, PVN et LH (Minokoshi, Alquier et al. 2004, Lage, Dieguez et al. 2008).
L’isoforme AMPKa?2 est fortement exprimée dans les neurones et les astrocytes activés,

tandis que la sous-unité non catalytique y1 est fortement exprimée dans les neurones et
absente dans les astrocytes (Turnley, Stapleton et al. 1999). Bien que I'AMPK ait fait I'objet
de nombreuses études, 'exploration de son réle dans un contexte neuronal n’a débuté que
depuis quelques années seulement. Dans le paragraphe qui suit, je vais discuter certaines
fonctions décrites de 'AMPK, notamment dans le contexte de détection du glucose au

niveau central.

-Roéle de 'AMPK

Au niveau périphérique, il a été largement démontré que l'activation de ’AMPK est associée
a plusieurs effets bénéfiques sur le métabolisme, l'inflammation ainsi que d’autres
parametres, notamment dans le foie, le muscle, le tissu adipeux et la cellule 3 pancréatique
(Viollet and Andreelli 2011).

Au niveau hypothalamique, la modulation de l'activité de I'’AMPK fait partie des
changements adaptatifs observés pendant la régulation physiologique de la prise
alimentaire. Le jeline active 'AMPK (Lopez, Lage et al. 2008) dans de nombreuses régions
hypothalamiques, tandis que la réalimentation ainsi que I'hyperglycémie [linhibe
(Minokoshi, Alquier et al. 2004). Différentes études effectuées chez les rongeurs ont
montré que l'activation de 'AMPK augmentait la prise alimentaire et le poids corporel
(Andersson, Filipsson et al. 2004, Minokoshi, Alquier et al. 2004). Inversement, ces deux
parametres diminuaient en réponse a l'inhibition de 'AMPK (Kim and Lee 2005). Par
ailleurs, l'activation hypothalamique de 'AMPK augmente '’expression du NPY et d’AGRP,
tandis que son inhibition diminue leur expression, induisant l'inhibition de la prise
alimentaire (Seo, Ju et al. 2008).

Tel que cela a été discuté précédemment, plusieurs travaux ont tiré le trait sous le réle du

« glucosensing » neuronal dans la régulation de I'homéostasie énergétique
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Situation de jeline

Prise alimentaire
Hyperglycémie Hypoglycémie Hypothalamus médio-basale

Insuline Ghréline leptine

Pancréas Estomac Tissus adipeux

Figure 7: Régulation hormonale de 'AMPK hypothalamique et contréle de la prise

alimentaire :

Les signaux orexigenes tels que l'hypoglycémie, le jeline ou la ghréline secrétée par
I'estomac stimule la prise alimentaire en activant '’AMPK dans le MBH plus spécifiquement
dans les neurones NPY. Inversement, les signaux anoréxigeénes tels que 'hyperglycémie,
I'insuline et la leptine, sécrétées respectivement par le pancréas et le tissu adipeux, activent
les neurones POMC générant ainsi un second signal anorexigene et diminuent l'activité
AMPK dans ces neurones. La diminution de l'activit¢ AMPK stimule la suppression de

NPY/AGRP et diminue a son tour l'activité de '’ AMPK dans le PVN.
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(Levin, Routh et al. 2004). Dans ce contexte, Claret et al, ont testé l'effet de la délétion
sélective de I'AMPK sur la détection du glucose dans ces cellules. Ils constataient que la
délétion de l'isoforme AMPK a2 dans les neurones AgRP conduisait a une diminution du
poids corporel, alors que sa délétion sélective dans les neurones POMC entralnait une
augmentation du poids corporel et de la masse adipeuse (Claret, Smith et al. 2007).
Parallelement, les neurones POMC déficients pour AMPKaZ ne répondaient pas a
I'augmentation du niveau de glucose extracellulaire. Ces données suggéraient donc le réle
de I'AMPK dans la détection du glucose au sein des neurones POMC et AgRP pour maintenir
I'équilibre énergétique a long terme (Claret, Smith et al. 2007). D’une maniére similaire
aux tissus périphériques, I'inhibition de ’AMPK au niveau hypothalamique par le glucose,
active 'enzyme Acetyl-CoA Carboxylase (ACC), qui génere le malonyl-CoA a partir de
I'acétyl-CoA produit, lui-méme, par le métabolisme du glucose. Ce dernier induit une
diminution de la prise alimentaire et de la production hépatique du glucose (Wolfgang, Cha
et al. 2007) (Yang, Lam et al. 2010). Ainsi, le réseau de signalisation AMPK/ACC/ malonyl-
CoA semble jouer un réle important dans le controle hypothalamique de la prise
alimentaire et la production endogéne du glucose en réponse a des modifications de la
glycémie.

L’AMPK est aussi sujet a régulation par les hormones du métabolisme, telles que I'insuline,
la leptine, et le ghréline (Figure 7). Par conséquent, il a été démontré que 'effet de la
ghréline sur la prise alimentaire implique I'activation de ’AMPK, cet effet est perdu chez les
souris déficientes pour le récepteur de la ghréline GHSR (Andersson, Filipsson et al. 2004)
(Stark, Ashley et al. 2013). A 'opposé, les hormones anorexigenes telles que la leptine et
I'insuline inhibent I'activité de '’AMPK dans certains noyaux hypothalamiques incluant
I’ARC et le PVN. De plus, I'activation constitutive de I’AMPK dans I'hypothalamus prévient
'effet de la leptine sur la prise alimentaire et le poids corporel (Minokoshi, Alquier et al.
2004).

Globalement, plusieurs effets favorables sur le métabolisme intracellulaire, ont été associés
a l'activation de 'AMPK au niveau central, malgré cela, plusieurs questions demeurent sans
réponse concernant les mécanismes impliqués dans sa régulation. Par exemple, on ignore
toujours si 'AMPK agit plus spécifiquement au niveau des neurones ou inclut aussi les

astrocytes, et si sa régulation se fait de la méme facon ou différe selon le type cellulaire.
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C-3 Les acides gras

Les acides gras sous leur forme libre ou estérifiée en lipides complexes, constituent une
source importante d'énergie pour l'organisme. IIs se comportent également comme des
molécules de signalisation tant au niveau périphérique que central. En assurant une variété
de fonctions biologiques, ils sont ainsi impliqués dans le controle de I’homéostasie
énergétique (Wang, Storlien et al. 1999, Cascio, Schiera et al. 2012).

Deux parameétres principaux incluant le nombre de carbones constituant la chaine
d’hydrocarbone et la présence de double liaison, permettent de classifier les acides gras en
plusieurs types. En fonction du nombre de carbone, on différencie les acides gras a courte
chaine (moins de 6 atomes de carbone), a chalne moyenne (6 a 12 atomes de carbone), a
longue chaine (LCFA) (12 a 24 atomes de carbone), et finalement les acides gras a tres
longue chaine comptant plus de 24 atomes de carbone (Turner, Cooney et al. 2014). Les
acides gras a longue chaine et tres longue chaine sont variables selon leur degré de
saturation. Ce deuxieme critére, correspondant a la présence et au nombre de doubles

liaisons dans leur chalne et permet de distinguer deux types d’acides gras:

1- Les acides gras saturés, ne comportent pas de double liaison dans la chaine carbonée.
Selon la longueur de leur chaine de carbone, les acides gras saturés peuvent avoir des
effets différents sur le niveau des lipides et des lipoprotéines membranaires. De plus, les
acides gras saturés contenant 12 a 16 carbones tendent a augmenter les niveaux du
cholestérol dans le sang (Hu, Manson et al. 2001). Le premier acide gras produit au cours
de la lipogeneése est I'acide palmitique appelé aussi palmitate (16 carbones). Ce dernier est
synthétisé a partir du malonyl-CoA produit via ACC sous l'action de la Fatty Acid Synthase
(FAS).

2- Les acides gras insaturés, comprennent une ou plusieurs doubles liaisons. Dans cette
catégorie, on retrouve les acides gras mono-insaturés (MUFA) dont la structure contient
une seule double liaison comme I'acide oléique (C18:1) et les acides gras polyinsaturés
(PUFA) contenant plus d'une double liaison (Turner, Cooney et al. 2014). Selon la position
de la premiere double liaison a partir de la fonction méthyle de la chaine d'acide gras, les

PUFA sont divisés en deux familles: les n-6 dont on note principalement I'acide linoléique
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(AL), omega-6 (w6), et la famille des n-3 avec notamment I’acide linolénique (ALA), omega-
3 (m3). Ces deux acides gras essentiels doivent étre apportés dans l'alimentation afin de
maintenir un métabolisme normal. L'acide linoléique produit principalement l'acide
arachidonique (AA), alors que l'acide a-linolénique donne lieu principalement a l'acide
eicosapentaénoique (EPA), et a 'acide docosahexaénoique (DHA) (Hussain, Schmitt et al.
2013).

Malgré cette classification simplifiée, les acides gras forment des complexes tres variés leur
permettant, de ce fait, d’exercer directement ou via leurs métabolites, des roles et des effets
tres différents. Entre autre, on trouve, les glycérides constitués d'un résidu de glycérol et
d’'un, deux ou trois acides gras donnant naissance respectivement a des mono-di ou
triglycérides. Les phospholipides, quant a eux, sont des constituants principaux de la
membrane cellulaire (Shaikh, Kinnun et al. 2014). Cette famille englobe également les
plasmalogenes, suggérés comme étant des antioxydants endogénes efficaces (Brosche and
Platt 1998). Toujours au niveau des membranes plasmiques, on trouve un autre complexe
lipidique qui est les sphingolipides, jouant un role important dans la transmission du signal
et la reconnaissance des cellules (Ogretmen and Hannun 2004). L’hydrolyse des
sphingolipides produit, entre autre, les céramides dont les niveaux des concentrations
plasmatiques correlent avec la résistance a l'insuline chez les personnes obése et
diabétique (Haus, Kashyap et al. 2009).

De plus en plus d’évidences démontrent que des métabolites neuroactifs des acides gras,
jouent un role important dans les fonctions cérébrales telles que le sommeil, la
transmission et la plasticité synaptique, mais peuvent aussi étre impliqués dans certains
troubles neurologiques (Chen and Bazan 2005).

Dans une étude récente visant a évaluer les effets de la qualité et la quantité de plusieurs
régimes riches en gras, des souris ont été nourries avec différentes concentrations et types
d’acides gras. Ces différentes combinaisons, ont non seulement modifié le profil lipidique
dans le cerveau, mais ont également modifié la mémoire spatiale ainsi que l'apprentissage
chez ces animaux (Yu, Bi et al. 2010).

D’autre part, plusieurs PUFA peuvent étre métabolisés pour produire d'autres composés

ayant des fonctions biologiques importantes. Ainsi, 'AA et I'EPA sont convertis par la
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phospholipase A2, la cyclo-oxygénase (COX) et la lipo-oxygénase (LOX) pour produire des
meétabolites tels que les Prostaglandines, les thromboxanes et les leucotriénes connus pour

leur réle pro inflammatoire (Lorente-Cebrian, Costa et al. 2013).

A son tour, le DHA est un précurseur de certains médiateurs lipidiques tels que les
docosanoides, incluant les résolvines, les neuroprotectines et les marésines (Bazan 2007).
En effet, la neuroprotectine D1 (NPD1), synthétisée de maniére endogene par les cellules
de I'épithélium pigmentaire rétinien, protege ces derniéres de l'apoptose induite par le
stress oxydatif. Ceci suggere qu’elle peut constituer une vrai cible pour améliorer la survie
des photorécepteurs dans les maladies dégénératives rétiniennes (Mukherjee, Marcheselli
et al. 2004). Les résolvines et les marésines, sont des métabolites a action anti-
inflammatoire contrerégulant activement l'action des éicosanoides, médiateurs pro-

inflammatoires(Serhan, Dalli et al. 2014).

C-3-1 Transport et métabolisme.

Le cerveau est capable de synthétiser seulement quelques acides gras non essentiels.
Malgré cela, il est riche en divers types d’acides gras incluant les acides gras saturés, mono-
et polyinsaturés. De ce fait, les acides gras essentiels et certains acides gras non essentiels
doivent entrer dans le cerveau depuis le sang a travers la BHE (Dhopeshwarkar and Mead
1973). Les mécanismes impliqués dans le transport des acides gras a travers la BHE ne sont
pas totalement élucidés. Néanmoins les jonctions serrées hautement complexes qui
existent entre les cellules endothéliales de la BHE, limitent la diffusion paracellulaire et
forcent le passage des molécules a travers la voie transcellulaire (Benarroch 2011). Par
ailleurs, les acides gras circulants sont regroupés sous forme de micelles ou complexés a
I'albumine, ces deux formes ne leur permettent pas de traverser la membrane plasmique
(Mitchell and Hatch 2011). Ils doivent donc se dissocier et se retrouver sous forme d’acides
gras libres pour pouvoir traverser la membrane et accéder au coté cytoplasmique, ou ils
seront métabolisés (Black and DiRusso 2003). D’autre part, les acides gras se trouvent
aussi sous forme estérifiée en triglycérides (TAG) principalement dans les lipoprotéines,

dont les taux sont régulés par la Lipoprotéine Lipase (LPL). Cette enzyme est responsable
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de I'hydrolyse des lipoprotéines riches en TAG au niveau périphérique (Wang and Eckel
2009). L’expression de '’ARNm de LPL ainsi que son activité enzymatique ont été détectées
dans plusieurs régions cérébrales (Wang and Eckel 2012). De plus, chez les souris
déficientes en LPL spécifiquement au niveau neuronal, les niveaux des PUFA diminuent
significativement dans 1'hypothalamus. Ces souris deviennent hyperphagiques et obeses,
suggérant ainsi le role de LPL dans la détection centrale des acides gras (Wang, Astarita et

al. 2011).

Par analogie avec ce qui a été décrit dans les tissus périphériques, deux mécanismes ont été
proposés pour le transport des acides gras a travers la BHE, soit par diffusion passive ou
par diffusion facilitée. Cependant, leurs contributions respectives ainsi que les mécanismes
impliqués sont peu connus. En effet, le mécanisme de la diffusion passive, connu aussi sous
le nom de flip-flop, a travers la membrane plasmique est utilisé préférentiellement par les
acides gras a chaine courte et moyenne qui traversent facilement la bicouche lipidique
grace a leur coefficient de perméabilité élevé. Les LCFA sont moins solubles, et présentent
plus de difficultés a utiliser ce type de transport membranaire, aussi, la forme non-ionisée
des acides gras se déplace a travers la membrane plus rapidement que la forme

ionisée(Hamilton 1999, Hamilton and Brunaldi 2007) .

La diffusion passive peut-étre facilitée par la présence de transporteurs membranaires. Ce
type de transport est plutot spécifique aux LCFA (Abumrad, Park et al. 1984). Il est
saturable en présence de faible ratio d’acide gras/ albumine et compatible avec le ratio

physiologique (0,74 acide gras/ albumine) (Richieri and Kleinfeld 1995).

Les mécanismes responsables du passage des LCFA notamment les PUFA a travers la BHE,
restent encore controverseés, cependant deux modeles ont été proposés. Dans le premier
modele proposé par Edmond et al, les récepteurs aux lipoprotéines seraient responsables
du transport des PUFA dans le cerveau. En effet, les lipoprotéines dans le sang vont étre
liés aux récepteurs existants sur la face luminale de la cellule endothéliale, le complexe va
étre transporté al'intérieur de la cellule, et hydrolysé via la lipolyse pour libérer les acides
gras. Ces derniers, vont étre pris en charge par d’autres protéines de transports, telles que

les FATP ou les MCT, qui vont leur permettre de traverser la membrane transluminale et
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atteindre le cerveau (Edmond 2001). Cependant, ce modele comporte plusieurs étapes qui
peuvent étre ralenties, notamment la lipolyse des lipoprotéines, ce qui le rend incompatible
avec le passage rapide des acides gras dans le cerveau, pour fournir a la cellule la quantité

suffisante des LCFA (Mitchell and Hatch 2011).

Le deuxiéme modeéle proposé par Hamilton et al, décrit que les acides gras se trouvant
principalement dans le complexe acides gras/ albumine, diffusent d'une maniere passive
et sans présence de transporteur a travers la BHE. Selon ce modele, les acides gras
traversent la membrane luminale et transluminale des cellules endothéliales de la BHE
ainsi que la membrane plasmique des cellules cérébrales par simple mécanisme de flip
flop. Par la suite, I'’enzyme Acyl CoA Syntéthase prend en charge une partie des acides gras.
Les acides gras estérifiés se trouvent donc piégés et ne peuvent plus sortir de la cellule. A
cette étape, commence la sélectivité des acides gras par FATP qui manifeste une préférence
pour certains acides gras. Une sélectivité qui continue en fonction des spécificités des
enzymes impliquées dans les voies métaboliques (Hamilton and Brunaldi 2007).
Cependant, il a été montré in vivo, que les PUFA non estérifiés liés a 1'albumine peuvent
également utiliser des transporteurs actifs tels que la translocase d'acide gras, CD36, pour
pénétrer dans le cerveau (Hamilton and Brunaldi 2007). Par ailleurs, il a été démontré que
les n3-PUFA, en 'occurrence, le DHA et 'EPA, possedent une grande capacité a traverser la
BHE sans étre saturés. En effet, 'augmentation de la concentration des deux acides gras
polyinsaturés ne modifie pas leur diffusion a traverser la BHE pendant le temps de leur
perfusion. Cependant, leur passage a travers la BHE peut étre affecté par l'exposition

chronique a une diete riche en DHA (Ouellet, Emond et al. 2009).

Dans une nouvelle étude, il a été montré que bien que les taux d'EPA et de DHA qui
accedent au cerveau soient relativement similaires, une large différence a été observée
concernant leurs concentrations cérébrales, suggérant ainsi, I'existence de différence dans

leur métabolisme incluant leur béta oxydation(Chen and Bazinet 2014).

Dans le cadre des connaissances actuelles, la maniére avec laquelle les acides gras
traversent la BHE, reste encore débattue et pas totalement élucidée. D’autres études seront

nécessaires afin d’établir un modele exact de transport de ces molécules dans le cerveau.
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Par ailleurs, les transporteurs d’acides gras comptent quatre familles de protéines dont la
famille des FATPs (Fatty Acids Transport Proteins), des FABPs (Fatty Acid Binding
Proteins), des FAT/CD36 (Fatty Acid Translocase/CD36) et enfin des caveolin-1.
Contrairement aux tissus périphériques ou ces transporteurs ont été largement étudiés,
leur contribution dans le cerveau est mal connue, notamment les cavéolins, dont
I'implication cérébrale n'est pas encore établit. Dans la section qui suit, je vais présenter

brievement quelques caractéristiques décrites de ces transporteurs dans le cerveau.
C-3-1-a FATPs (Fatty Acids Transport Proteins)

Les FATPs, sont des protéines de 71kDa, situées sur la membrane plasmique ainsi que sur
certaines membranes intracellulaires (Schaffer and Lodish 1994). Elles ont la spécificité de
lier les LCFA sans avoir de préférence envers la saturation de ces derniers, tel qu'il a été
démontré pour le palmitate et 'oléate, liés de la méme facon par FATP-4 au niveau de
I'intestin (Stahl, Hirsch et al. 1999). Certains FATPs, en outre, FATP-1 et FATP-4 ont été
identifiés comme des protéines bifonctionnelles, assurant a la fois le transport des acides
gras a longue chaine dans les cellules et leur estérification en acyl-CoAs (LC acyl-CoA) (Coe,
Smith et al. 1999) (Herrmann, Buchkremer et al. 2001). On compte six isoformes
appartenant a la famille de FATP 1-6, leur expression est relativement tissu spécifique. Les
deux isoformes prédominantes au sein du cerveau sont FATP-1 et FATP-4 (Fitscher, Riedel

et al. 1998).

FATP-1, facilite la circulation des acides gras dans les cellules et leur métabolisme. Des
études in vitro réalisées sur les cellules 293 (dérivées originellement de rein embryonnaire
humain), montrent que la surexpression de FATP-1 augmente la vitesse d'afflux des acides
gras et la synthese des TAG (Hatch, Smith et al. 2002). D’autre part, des cultures primaires
de cellules endothéliales de la BHE montrent que la baisse d’activité de FATP-1 induit une
réduction du transport de I'oléate a travers la monocouche des cellules de la BHE (Mitchell,
Edmundson et al. 2009). Toujours sur le méme modele cellulaire, I'invalidation du gene de
CD36 induit une réduction dans le transport a la fois des acides gras a chaine courte,
moyenne et longue, saturés et insaturés, tandis que l'invalidation du gene FATP-1 et FATP-

4 réduit plus spécifiquement le transport des LCFA, tels que l'oléate et I'acide linoléique,
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(Mitchell, On et al. 2011). Ces résultats in vitro suggerent que FATP-1 et FATP-4 pourraient
avoir un role sélectif dans le transport des acide gras a longue chaine a travers la BHE

(Mitchell, On et al. 2011).
C-3-1-b FAT/CD36

FAT/CD36, appelé initialement translocase des acides gras (FAT), est une glycoprotéine
membranaire de 88kD identifiée et isolée grace a son inhibition réversible de I'absorption
d'acide gras par le sulfo-succinate acide oléique (SSO). La distribution de FAT/CD36 est
fortement dépendante de l'activité métabolique tissulaire pour les LCFA. Par exemple,
CD36 est fortement exprimée au sein du tissu adipeux, des muscles et des intestins, alors
que son expression est faible dans le foie (Abumrad, el-Maghrabi et al. 1993). Au sein du
cerveau, CD36 est fortement exprimée dans les cellules endothéliales des microvaisseaux.
Son expression a été aussi rapportée dans des cultures microgliales néonatales murines et
humaines (Husemann, Loike et al. 2002). De plus, a I'aide de technique d'immunocoloration
tres sensible, Coraci et al ont identifié I'expression microgliale de CD36 dans le cerveau
adulte humain (Coraci, Husemann et al. 2002). Levin et al ont montré que certains groupes
de neurones dans I'hypothalamus étaient capables d'augmenter ou de diminuer leur
activité en réponse a l'acide oléique. L'inhibition de CD36 par SSO réduit I'effet de I'oléate
de 45% (Le Foll, Irani et al. 2009). De plus, les souris déficientes pour CD36 montrent une
diminution des niveaux des acides gras mono-insaturés dans plusieurs lots de
phospholipides au niveau cérébral (Song, Elbert et al. 2010). Ainsi, 'ensemble de ces
données suggerent l'implication de CD36 dans le transport et potentiellement la détection

centrale des acides gras.
C-3-1-c FABPs (Fatty Acid Binding Proteins)

La présence des FABPs dans le cerveau a été mise en évidence par Bass et al (Bass,
Raghupathy et al. 1984). On compte deux familles de protéines FABPs possédants
différentes localisations a l'intérieur du compartiment cellulaire. Le FABPpm est une
protéine de 40 kDa, associée a la membrane plasmique, son mécanisme d’action est
inconnu. Cependant, il a été proposé que son role est de lier les acides gras libres et de les

transférer aux FATPs (Dutta-Roy 2000). La deuxiéme famille des FABPs est composée de
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plusieurs petites protéines cytosoliques, de 14 a 15 kDa (Mitchell and Hatch 2011). Parmi
les 10 membres de cette famille, trois d'entre eux, se sont révélés impliqués dans

1'élaboration et la fonction du cerveau adulte : FABP-3. FABP-5 et FABP-7.

FABP-3, est exprimé durant la phase tardive du développement cérébral, suggérant son
role dans la formation des neurites et la maturation des synapses. Il semble également
soutenir la fonction des neurones dans le cerveau adulte (Sellner, Chu et al. 1995, Owada,

Yoshimoto et al. 1996).

FABP-5, est une isoforme essentiellement exprimée dans les neurones avant et apres la
naissance suggérant un role dans la différenciation neuronale (Liu, Almaguel et al. 2008).
La délétion de FABP-5 chez des souris ne montre pas de phénotype particulier ,ce qui laisse
penser que d’autres formes de FABPs rentrent en jeu pour compenser son absence (Owada,

Suzuki et al. 2002).

FABP-7, est exprimé dans les cellules gliales radiales et les astrocytes particulierement au
niveau du cortex cérébral et de I'hippocampe adulte (Schmid, Yokota et al. 2006). Les
souris déficientes pour FABP-7 montrent une diminution du nombre des astrocytes, des
cellules souches neurales, et des cellules progénitrices précoces, ce qui suggere que FABP-7

joue un role important dans la neurogenese (Watanabe, Toyota et al. 2007).

D’autre part, il a été montré in vitro que FABP-7 lie préférentiellement les acides gras
polyinsaturés, tel que le DHA. Il lie également l'acide arachidonique mais avec une plus
faible affinité. L'analyse thermodynamique et structurale du FABP-7 montre que cette
préférence est due a une différence de conformation structurale lors de la formation du
complexe protéine-ligand. Ces données suggerent que la présence ou I'absence des ligands
tels que les acides gras, est un facteur déterminant de la fonction de FABP-7 dans les

astrocytes (Balendiran, Schnutgen et al. 2000).
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Figure 8: Fonctions proposées d’ACBP.

Sur la base des études in vitro, plusieurs fonctions ont été proposées pour ACBP (illustrées
en rouge), a savoir, la protection des acyl-CoAs de I'hydrolyse (1), I'extraction des acyl-
CoAs a partir des membranes (2), présentation des acyl-CoAs aux phospholipides,
glycérolipides et cholestérol, la synthese de céramide, la 3-oxydation ainsi que 1'élongation
des acides gras (3), et finalement la protection des enzymes FAS, ACC et ACS de 'inhibition
effectuée par les acyl-CoAs (4). Abréviations: ACAT, I'acyl-CoA: cholestérol acyltransférase;
ACC, l'acyl-CoA carboxylase; ACS, l'acyl-CoA synthétase; Cers, céramide synthase; CPT-1,
carnitine palmitoyltransférase 1; ELOVL, 1'élongation des acides gras a chaine tres longue;
FAS, la synthase des acides gras; GPAT, le glycérol-3-phosphat-acyltransférase; LAT,

acyltransférase lysophosphatidique.
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Globalement, le métabolisme intracellulaire des acides gras semble jouer un role important
dans le controle de I'homéostasie énergétique (Wakil and Abu-Elheiga 2009).

Au niveau périphérique, les LCFA rentrent dans la composition des membranes biologiques
mais se comportent aussi comme substrats métaboliques. Ainsi, les acyl-CoAs
intracellulaires modulent de nombreuses fonctions cellulaires incluant la régulation
d’activité enzymatique, la transcription des génes, le trafic de vésicules intracellulaires et
les processus d’acylation des protéines (Nolan, Madiraju et al. 2006). De plus, les LC- acyl-
CoAs sont des ligands endogénes des récepteurs nucléaires qui controlent la transcription
des génes impliqués dans le métabolisme du glucose et des lipides tels que PPARa et HNF4
(Nakamura, Yudell et al. 2014).

Au niveau central, de nombreuses études s’accordent a suggérer que les effets centraux des
acides gras sur la balance énergétique impliquent leur signalisation et métabolisme
intracellulaire, notamment les niveaux intracellulaires des acyl-CoAs (Clement, Cruciani-
Guglielmacci et al. 2002) (Tu, Thupari et al. 2005) (Aja, Landree et al. 2008) (Proulx, Cota et
al. 2008). Ainsi, le taux et le métabolisme intracellulaire des acides gras sont étroitement
régulés, notamment par des protéines de liaison intracellulaire aux acyl-CoAs. Celles-ci
permettent de créer un pool d’acyl-CoAs en les protégeant de I’hydrolyse par les acyl-CoA
hydrolases. Parmi les protéines liant les acyl-CoAs intracellulaires, on note les protéines de
liaison aux acides gras dans le foie (L-FABP), les stérols protéines porteuses 2 (SCP2) et la
protéine de liaison aux acyl-CoA (ACBP), trouvée dans le cytoplasme de la cellule au niveau
périphérique. Cette derniere est considérée comme la principale protéine intracellulaire

liant les acyl-CoAs (Faergeman and Knudsen 1997).
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C-3-1-d Acyl-CoA Binding Protein (ACBP)

C-3-1-d-i Expression et role d’ACBP

ACBP est une protéine de 10 kDa qui lie les acyl-CoAs intracellulaires avec une grande
spécificité et affinité de maniere non covalente et réversible (Faergeman and Knudsen
1997). ACBP a été initialement identifiée dans le cerveau de rat en 1983 sous le nom de
DBI (diazépam-binding inhibitor), en tant que modulateur négatif des récepteurs GABA,
mimant ainsi les effets des endozepines endogenes (Costa, Corda et al. 1983), puis
potentiellement en tant que neurotransmetteur (Alho, Costa et al. 1985). Le clivage
protéolytique d’ACBP, conduit a la génération de deux peptides majeurs biologiquement
actifs dont le peptide octadecaneuropeptide (ODN) et triakontatetraneuropeptide (TTN)
(Costa and Guidotti 1991).

Globalement, un grand nombre d’études confirme la présence d’ACBP dans presque tous
les tissus qui ont été étudiés avec un niveau élevé dans les tissus ou le métabolisme des
lipides est tres actif, tels que le tissu adipeux et le foie (Faergeman, Wadum et al. 2007). La
surexpression d’ACBP dans le foie de souris entraine une augmentation de |'estérification
de LCFA-CoA en TAG et phospholipides (Huang, Atshaves et al. 2005). Inversement les
souris déficientes pour ACBP affichent un phénotype caractérisé par une peau visible et des
poils gras accompagnés du développement d’alopécie s’accentuant avec I'age, ainsi qu'une
altération de leur barriere épidermique, due a des modifications de la composition
lipidique au niveau de la peau (Bloksgaard, Bek et al. 2012).

Grace aux études de fractionnement subcellulaire et de microscopie électronique, ACBP a
été localisée au niveau cytosolique avec acces au compartiment nucléaire. Sa distribution
cytosolique peut étre associée a des protéines, des vésicules cytoplasmiques, et des
vésicules synaptiques (Faergeman, Wadum et al. 2007). Cependant, on ignore si c’est
ACBP, la protéine entiere, qui occupe ces différentes localisations, ou via ses deux peptides
générés par son clivage protéolytique.

D’autre part, sur la base des études in vitro, plusieurs roles ont été attribués a la protéine
ACBP. En outre, elle protége les acyl-CoAs de I'hydrolyse, permettant ainsi le maintien

d’une réserve intracellulaire de ces derniers. ACBP est aussi impliquée dans la régulation
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du transport des acyl-CoAs et de leur métabolisme. Ainsi elle est capable d’extraire les acyl-
CoAs de la membrane plasmique pour les délivrer a l'enzyme carnitine palmitoyl-
transférase (CPT-1), afin de faciliter leur oxydation au niveau mitochondrial (Cohen
Simonsen, Bernchou Jensen et al. 2003). Elle assure aussi le transport des acyl CoAs vers
des organites tels que les microsomes pour la synthese des esters de cholestérol (Figure 8)
(Bloksgaard, Neess et al. 2014). Par ailleurs, il a été montré que I'administration IV ou
I'ajout d’ACBP dans le milieu d'incubation, supprime la sécrétion d'insuline a partir de la
cellule béta pancréatique (Ostenson, Ahren et al. 1994).

Dans le cerveau, I'expression d’ACBP differe en fonction des régions cérébrales, son taux le
plus élevé a été notamment noté dans I’ARC de I'’hypothalamus, (Costa and Guidotti 1991,
Faergeman, Wadum et al. 2007).

Au niveau cellulaire, ACBP est exprimée d’'une maniére importante dans les cellules gliales
plus spécifiquement les astrocytes , et d'une maniere moins importante dans les neurones
(Tonon, Desy et al. 1990) (Katsura, Ohkuma et al. 1995) (Loomis, Behrens et al. 2010).
D’une facon intéressante, il a été montré que 'administration ICV d’'ODN induit un puissant
effet anorexigene, augmente l'expression de I'ARNm de POMC et diminue I'expression
d'ARNm de NPY dans I'’ARC, suggérant ainsi qu’ACBP exerce un effet anorexigene en
modulant I'expression des neuropeptides contrdlant la prise alimentaire (Compere, Li et al.
2003). Cependant, les mécanismes cellulaires et moléculaires par lesquels ODN module la
prise alimentaire restent inconnus.

Bien que la co-localisation d’ACBP et de FABP a été observée dans des cellules gliales,
suggérant son implication dans le métabolisme énergétique des astrocytes (Yanase,
Shimizu et al. 2002), le réle d’ACBP dans le métabolisme cérébral intracellulaire des acides

gras n’a pas été étudié.
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oxydation) des acides gras a longue chaine.

Le malonyl-CoA produit par I’Acétyl-Coa Carboxylase (ACC) a partir de I'acétyl-CoA
(généré par le métabolisme du glucose) est un inhibiteur allostérique de CPT-1, enzyme
localisée au niveau de la membrane externe de la mitochondrie et responsable du
transport des acyl-CoA dans la mitochondrie afin d’étre oxydés.

Dans la mitochondrie les acyl-CoA vont subir I'oxydation pour produire de 'acétyl-CoA qui

a son tour sera métabolisé via le cycle de Krebs pour produire I'énergie nécessaire.
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C-3-1-d-ii Oxydation mitochondriale des acides gras ou [3-oxydation

L’oxydation mitochondriale des acides gras ou -oxydation est un mécanisme clé dans le
maintien de ’homéostasie énergétique. Son importance chez les humains est illustrée par
l'existence d'un groupe de maladies causées par une déficience dans la B-oxydation (Tein
2013). Bien que les acides gras peuvent également subir I'a- et I'm-oxydation, leur
contribution en terme de production d'énergie chez 1'homme ne semble pas étre
significative (Wanders, Jansen et al. 2003). La B-oxydation fournit jusqu'a 80% d'énergie
pour le ceeur, le foie et le muscle squelettique a tout moment et représente une réponse
physiologique des tissus en cas d'épuisement d'énergie (Eaton, Bartlett et al. 1996). Il est
bien établi que l'oxydation de la majeure partie des acides gras qui proviennent de
I'alimentation, notamment, l'acide palmitique, l'acide oléique, et I'acide linoléique est
mitochondriale. Toutefois, le peroxysome, joue un réle aussi indispensable au niveau de
I'oxydation des acides gras. Il catalyse I'oxydation d'une autre classe d'acides gras qui n’est
pas traitée par les mitochondries, incluant les acides gras a tres longue chaine, 1'acide
biliaire intermédiaire ainsi que d’autres acides gras (Wanders and Waterham 2006).

Les acides gras oxydés au niveau de la mitochondrie, proviennent de différentes sources
incluant l'alimentation, la synthese de novo, et la libération par le tissu adipeux via la
lipolyse, conduisant a la production des acides gras libres. Ces derniers, vont servir de
substrats énergétiques et permettent la synthése de corps cétoniques au niveau hépatique
(3-hydroxybutyrate et acétoacétate), qui seront utilisés comme source d'énergie
alternative en particulier pour le cerveau (Fukao 2003).

Le processus de B-oxydation lui-méme, implique l'action d’'une variété d’enzymes et de
protéines présentes dans la mitochondrie. (Wanders, Ruiter et al. 2010). Parmi les enzymes
clés impliquées dans le controle de la (-oxydation, on trouve l'enzyme CPT-1. Cette
derniere est localisée sur la face externe de la membrane externe mitochondriale, et est
essentielle pour le transport des LC-acyl-CoAs a 'intérieur de la mitochondrie (Figure 9).
En effet, Elle catalyse la trans-esterification des acyl-CoA et des carnitines libres en acyl-L-
carnitine, et le complexe est transloqué par la suite vers l'intérieur de la mitochondrie a

I'aide de I'enzyme Carnitine Acyl-L-Carnitine Translocase (CACT) (Kerner and Hoppel
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2000). La dégradation de l'acyl-CoA par l'intermédiaire de I'hélice de Lynen produit
'acétyl-CoA, qui est soit converti en corps cétoniques ou oxydé dans le cycle TCA pour
produire du CO2, H20 et de 'ATP (Wanders, Ruiter et al. 2010).

En périphérie, CPT-1, notamment les isoformes musculaire CPT-1b et hépatique CPT-1a,
sont régulées allostériquement par le malonyl-CoA produit a partir du métabolisme du
glucose. Au niveau du cerveau, on trouve CPT-1a et I'isoforme cérébrale CPT-1c (Wolfgang,
Cha et al. 2008). Des études d'immunohistochimie ont révélé un enrichissement de
I'expression de CPT-1c particuliérement dans 1'hypothalamus incluant le PVN, le VMH et
I'ARC, ainsi qu’au niveau de I'amygdale, et I'hippocampe avec une localisation particuliére
dans les neurones (Price, van der Leij et al. 2002) (Dai, Wolfgang et al. 2007). A I'inverse
de CPT-1a, la fonction biochimique de CPT-1c n'est pas encore bien établie. En effet, des
études initiales avaient conclu que CPT-1c était dépourvue de son activité
d'acyltransférase, cependant, les souris déficientes pour CPT-1c montraient une diminution
du taux d’oxydation des acides gras, (Price, van der Leij et al. 2002) (Wolfgang, Kurama et
al. 2006). Plus tard, il a été montré que CPT-1c posséde une faible activité palmitoyl-CoA
transférase dans les neurones, particulierement au niveau du réticulum endoplasmique
(Sierra, Gratacos et al. 2008). Récemment des études ont montré que CPT-1c favorise la
biosynthése de céramide dans 1'hypothalamus (Ramirez, Martins et al. 2013). Bien que
I'ensemble de ces études s’accordent et consolident I'idée que I'isoforme cérébrale CPT-1c
n’est pas impliquée dans I'oxydation des LCFA, on ne sait pas quelle forme de CPT-1 est

réellement impliquée dans la régulation de la 3-oxydation cérébrale.

C-3-1-d-iii ACBP et -oxydation des acides gras

Plusieurs éléments suggerent 'implication d’ACBP dans I'oxydation mitochondriale des
acides gras, il a été notamment montré qu’ACBP avait un effet protecteur pour ACC contre
l'inhibition par les LC-acyl-CoA en se liant a ces derniers avec un ratio d’Acyl-CoA/ACBP
<0,9 (Rasmussen, Faergeman et al. 1994). Des études de biochimie ont suggéré qu’outre les
acyl-CoAs libres, le complexe ACBP-acyl-CoA représente le substrat préférentiel de la
protéine CPT-1. En effet, 'activité de I'’enzyme CPT-1 corrélait avec la concentration du

complexe ACBP- acyl-CoA et non pas le taux des acyl-CoAs libres (Abo-Hashema, Cake et
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al. 2001). Des données récentes obtenues chez le ver C. elegans dépourvu d’ACBP, montrent
une diminution importante de la 3-oxydation des acides gras insaturés (Elle, Simonsen et
al. 2011). Des études sur les souris déficientes pour ACBP, montrent une réduction des
taux des acyl-CoAs hépatiques et une altération du programme transcriptionnel de la
lipogeneése, induisant un retard d’adaptation métabolique au moment du sevrage (Neess,
Bloksgaard et al. 2011). Ainsi, ces données supportent un role clé d’ACBP dans le
métabolisme intracellulaire des LCFA et LC-acyl-CoA. Cependant, le réle d’ACBP dans le

métabolisme central des acides gras n'a jamais été étudié.

C-3-2-Détection et effets centraux

Des 1975, Oomura et al, démontraient que les acides gras activaient des neurones du LH
au niveau hypothalamique, suggérant leur role en tant que molécules de signalisation
cellulaire (Oomura, Nakamura et al. 1975). A ce jour, malgré le fait que de nombreuses
études ont établi les effets centraux des acides gras sur la prise alimentaire et 'homéostasie
glucidique, les mécanismes impliqués dans la détection cérébrale des acides gras, en
général, sont encore mal connus. En effet, il a été montré d’une part, grace a des colorations
d'immunohistochimie pour le marqueur d'activation neuronal c-Fos, qu’'une perfusion
centrale de lipides active les neurones situés dans le LH et inhibe ceux présents au niveau
du MBH (Cruciani-Guglielmacci, Hervalet et al. 2004). De plus, le marquage de coupes de
cerveaux de rats ayant regu par gavage intra-gastrique une solution d’intralipides, montre
une forte induction de I'expression de c-Fos dans le NTS et I'hypothalamus incluant le PVN,
I’ARC et le VMH (Lo, Ma et al. 2007). D’autre part, les acides gras sont connus en périphérie
pour réguler la conductance de plusieurs canaux ioniques incluant les ions Cl-, GABA A, K¥,
CaZ* et Karp potassiques ATP dépendants, ainsi que la pompe Na*-K*-ATPase (Jordan,
Konner et al. 2010), suggérant que des effets similaires au niveau central pourraient étre
impliqués dans la modulation de I'activité neuronale.

Par ailleurs, Obici et al démontraient que l'injection ICV d'acide oléique chez le rat ou
I'inhibition hypothalamique de l'activité de CPT-1 étaient suffisantes pour provoquer une
diminution de la production hépatique du glucose et de la prise alimentaire. Ces données

suggerent ainsi qu'une légere variation de la concentration plasmatique des acides gras
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libres, ainsi que des changements dans le taux d'oxydation des acides gras dans les
neurones hypothalamiques, pouvaient étre détectés par le systeme nerveux central (Obici,
Feng et al. 2002) (Obici, Feng et al. 2003). L’effet central de l'acide oléique sur le
meétabolisme hépatique est réversible par I'inhibition pharmacologique ou génétique des
canaux Karp (Pocai, Lam et al. 2005). Par ailleurs, il a été montré que l'acide oléique stimule
les neurones POMC via l'inhibition des canaux Katp. Cet effet est perdu suite a I'inhibition
pharmacologique de CPT-1, suggérant ainsi que les effets anorexigénes de l'oléate au sein
des neurones POMC impliquent la $-oxydation (Jo, Su et al. 2009). Inversement, il a été
montré récemment que l'inhibition hypothalamique de la 3-oxydation via I'inhibition de
I'enzyme CPT-1 par l'étomoxir, induit un effet transitoire sur l'inhibition de la prise
alimentaire, et par conséquent ne semble pas étre nécessaire pour la régulation de la prise
alimentaire par les acides gras (Moulle, Le Foll et al. 2013).

L’explication éventuelle de ces résultats inverses pourrait, entre autre, étre liée au manque
de spécificité cellulaire des outils pharmacologiques tel que I'’étomoxir. Seule une mesure
directe de la B-oxydation dans ces neurones hypothalamiques pourrait expliquer ces
contradictions.

Bien que le métabolisme intracellulaire des acides gras et l'activation des canaux Karp
semblent étre nécessaires aux effets centraux des acides gras, une partie de leur réponse
dans les neurones du VMH est médiée par l'interaction avec la protéine (FAT)/ CD36. En
effet, outre le role rapporté de CD36 dans la détection centrale des acides gras (Le Foll,
Irani et al. 2009), des travaux récents de Magnan et al démontrent que la perfusion a courte
durée des intralipides au niveau cérébral par l'intermédiaire de I'artere carotidien diminue
la prise alimentaire au cours de la période prandiale chez le rat. L’inhibition de CD36 via
des ARN interférents dans les noyaux du VMH, prévient l'effet de la perfusion des
intralipides sur la prise alimentaire (Moulle, Le Foll et al. 2013).

Une des questions les plus pertinentes et qui présente une limitation des études in vivo, est
de savoir dans quel type cellulaire les acides gras agissent. Afin de répondre a cette
question, des mesures de l'activité des neurones en réponse aux acides gras ont été
réalisées, en utilisant la technique du patch clamp sur des sections de cerveaux de rats en
présence de 2,5 mM de glucose dans le cerveau. Ainsi, il a été mis en évidence que l'acide

oléique active 13% des neurones de I’ARC et en inhibe 6%. En présence de faible
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concentration de glucose (0,1mM), I'acide oléique inhibe 30% des neurones de I'’ARC, ces
derniers ne faisaient pas partie de ceux qui ont été excités en présence de 2,5mM de
glucose. Ceci démontre que 'effet des acides gras sur différentes populations de neurones
est dépendant de la concentration du glucose (Wang, Cruciani-Guglielmacci et al. 2006).

Cependant, la nature des neurones répondant aux acides gras est essentiellement inconnue.

V- Métabolisme des acides gras et le controle hypothalamique de I'homéostasie

énergétique:

De plus en plus d’évidences soutiennent le role du métabolisme central des acides gras
dans le controle central de I'homéostasie énergétique. Il a été notamment montré que les
enzymes impliquées dans le métabolisme des acides gras, telles que ACC, FAS, MCD, et CPT-
1, sont exprimées dans différents noyaux hypothalamiques, incluant I’ARC, le VMH, et le
DMH (Sorensen, Travers et al. 2002). De plus, des études de double marquage ont montré
la co-localisation entre la FAS et les neurones NPY/AGRP de ’ARC (Kim, Miller et al. 2002).
L'administration ICV des agents pharmacologiques C75 et cérulénine, inhibiteurs de FAS,
provoquait une réduction de la prise alimentaire, de 1'expression du NPY, et une diminution
significative du poids corporel (Loftus, Jaworsky et al. 2000), ainsi qu'une diminution de
I'expression des neuropeptides POMC et de leurs récepteurs au niveau hypothalamique
(Shimokawa, Kumar et al. 2002).

L’ensemble de ces études, a permis d’établir un lien entre la synthese des acides gras dans
le systeme nerveux central et le comportement alimentaire.

Afin de mieux élucider les mécanismes moléculaires impliqués dans les effets centraux des
acides gras, des études ciblant les intermédiaires métaboliques, ainsi que les enzymes
impliquées dans le métabolisme des acides gras, ont été réalisées. En outre, il a été montré
que l'administration ICV de C75 a des souris a jeline supprime la prise alimentaire et
augmente rapidement le taux hypothalamique de malonyl-CoA (Hu, Cha et al. 2003).
L’inhibition d’ACC via des outils pharmacologiques prévient cet effet (Hu, Dai et al. 2005).
De plus, la surexpression de '’enzyme MCD via un vecteur au niveau du VMH, réduit les
taux du malonyl-CoA, et restaure les effets de I'inhibition de la FAS (Hu, Dai et al. 2005). Les

changements des niveaux hypothalamiques de malonyl-CoA corrélaient avec les effets de
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C75 sur l'expression des neuropeptides suggérant ainsi que le malonyl-CoA, est a la fois un
indicateur du statut énergétique, et un médiateur du comportement alimentaire (Hu, Cha
etal. 2003).

Malgré I'ensemble des corrélations observées, les mécanismes moléculaires sous-jacents
aux effets anorexigénes dus a l'inhibition de la FAS ne sont pas completement compris. De
plus, on ne sait pas comment les changements des taux hypothalamiques du malonyl-CoA
sont liés aux changements de 1'expression des neuropeptides. Plus important, on ignore si
le malonyl-CoA exerce son effet directement ou indirectement via l'inhibition de 'enzyme
CPT-1, et par conséquent, I'accumulation hypothalamique des LC acyl -CoAs.

Dans ce contexte, il a été montré que I'administration ICV de I'acide oléique diminue la
prise alimentaire et supprime la production endogene du glucose (Obici, Feng et al. 2002).
Les mémes effets sont obtenus suite a I'inhibition hypothalamique de CPT-1 (Obici, Feng et
al. 2003). Ces effets centraux métaboliques et anorexigenes des acides gras sont affectés
apres 3 jours de régime riche en gras (Morgan, Obici et al. 2004). De plus, une combinaison
a la fois de la perfusion de lipides au niveau systémique et de 'administration au niveau
central de la Triacsine C, inhibiteur pharmacologique de I'enzyme acyl-CoA synthétase
(ACS), impliquée dans l'estérification des acides gras en acyl-CoA, conduit a une
augmentation de la production hépatique du glucose (Lam, Pocai et al. 2005). Toujours
sous un régime riche en gras, l'inhibition de I'activité CPT-1a, était capable de normaliser
les niveaux hypothalamiques des LC acyl-CoAs et inhiber la prise alimentaire, ainsi que la
production hépatique du glucose (Pocai, Lam et al. 2006). Ainsi, ces résultats permettent de
conclure qu'un défaut dans la détection hypothalamique des LC-acyl-CoAs cytosoliques,
perturbe I'homéostasie glucidique, et que l'inhibition centrale de I'oxydation des acides
gras, est suffisante pour restaurer les mécanismes de détection au niveau de
I’hypothalamus.

Cependant, une étude récente, vient contredire les effets observés jusqu’ a maintenant de
CPT-1, en démontrant que la stimulation pharmacologique de cette derniere, diminue la
prise alimentaire et le poids corporel (Aja, Landree et al. 2008). Une fois de plus, nous
sommes en présence de résultats inverses aux résultats décrits précédemment. Cette

discordance est possiblement due aux outils pharmacologiques et moléculaires utilisés

67



Revue bibliographique

dans les différentes études pour moduler les niveaux des différents métabolites ainsi que le
manque de spécificité concernant le type cellulaire ciblé par ces manipulations.

D’autre part, il a été montré in vitro que le traitement de cultures primaires de neurones
avec l'inhibiteur de FAS, le C75, augmente l'activité de CPT-1 et réduit celle de ’AMPK
(Landree, Hanlon et al. 2004). In vivo, alors que I'administration ICV de C75 réduit les
niveaux de phosphorylation de 'AMPK dans I’ARC, 'administration de ’'AICAR restaure les
niveaux hypothalamiques de la phosphorylation de ’AMPK ainsi que I'anorexie induite par
C75. De plus, 'AICAR diminue rapidement les concentrations hypothalamiques de malonyl-
CoA (Kim, Miller et al. 2004) (Hu, Dai et al. 2005).

De méme, il a été suggéré que les fluctuations hypothalamiques du taux du malonyl-CoA
entre les différents statuts nutritionnels induisent des changements dans l'état de
phosphorylation et d’activité de I'enzyme ACC gouvernée elle-méme par les changements
de I'état de phosphorylation et d'activité de I'AMPK (Kahn, Alquier et al. 2005). Bien que
I'ensemble de ces études nous laisse suggérer que le réseau de signalisation
hypothalamique AMPK / ACC / malonyl-CoA, joue un role clé dans le controle central de
I'homéostasie énergétique et que cela pourrait impliquer un couplage entre le métabolisme
des acides gras et celui du glucose (figure 10), cela n’a jamais été encore démontré.

De plus, les mécanismes impliqués en aval du malonyl-CoA, ne sont pas encore bien
élucidés. Ainsi, nous ignorons si le glucose affecte la partition des LCFA-CoA entre
I'oxydation et l'estérification dans l'hypothalamus, et si ce processus dépend de I'AMPK.
Une mesure directe de I'oxydation et I'estérification des LC acyl-CoAs dans le MBH serait
donc le moyen le plus efficace pour déterminer si la régulation du réseau de signalisation
AMPK /ACC /malonyl-CoA par le glucose affecte 1'oxydation et/ou le taux d'estérification
des LC acyl-CoA.

L'importance de la question abordée dans notre étude releve du fait que d'une part, en
situation physiologique postprandiale ou en situation pathologique telle que le diabete de
type 11, les cellules cérébrales sont simultanément exposées a des concentrations élevées
de glucose et des acides gras (Prentki and Nolan 2006). De plus, la plupart des études
mesurant les taux du malonyl-CoA et des LC acyl-CoAs sur I'ensemble de ’hypothalamus ou
des lysats de noyaux, ne permettent pas de différencier la contribution de différents types

de cellules dans le métabolisme des LC acyl-CoAs. En conséquence, il est difficile de savoir

68



Revue bibliographique

si la régulation du métabolisme des LC acyl-CoAs par le glucose se passe dans les neurones
et/ ou dans les cellules gliales hypothalamiques, notamment les astrocytes.

Cette question est pertinente car de plus en plus d’études suggerent que les astrocytes
hypothalamiques jouent un réle important dans la régulation du métabolisme du glucose et
des lipides, et par conséquent de 1'homéostasie énergétique (Yi, Habegger et al. 2011).
Elucider les mécanismes impliqués dans cette régulation permettra potentiellement
d’explorer de nouvelles approches pour le traitement de maladies métaboliques telles que

I'obésité et le diabéte.
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Figure 10: Hvpothése de l'implication du réseau de signalisation AMPK/ ACC

malonyl-CoA dans le métabolisme du glucose et des acides gras au niveau de
I'hypothalamus médio-basal.

L’inhibition de 'AMPK par le glucose entrainerait une activation d’ACC et par conséquent
une augmentation des concentrations intracellulaires en malonyl-CoA, qui inhiberait a son
tour 'enzyme CPT-1. L’inhibition de CPT-1 empécherait l'entrée des acides gras dans la

mitochondrie et leur oxydation.
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VI- Modeles expérimentaux pour I’étude des fonctions hypothalamiques

Plusieurs modeéles expérimentaux existent actuellement pour étudier les mécanismes
impliqués dans les différentes fonctions de I'hypothalamus, incluant des lignées cellulaires
et cultures primaires hypothalamiques, des explants de cerveau ex vivo, ainsi que des
modeles animaux in vivo. Certes, l'approche in vivo constitue le meilleur modele,
néanmoins, ce modele présente des limitations, quant au manque de spécificité envers les
différentes populations des cellules cérébrales. Il est donc difficile dans notre cas,
d’étudier, avec ce modele, les mécanismes moléculaires impliqués dans le métabolisme
intracellulaire des acides gras dans un type cellulaire bien spécifique.

Globalement, le modele des coupes de cerveau, ex vivo, représente une alternative
avantageuse, en ce qui concerne les circuits locaux et la cytoarchitecture des tissus, qui
restent en grande partie préservés. Ce modele représente un trés bon outil, notamment,
pour les études électrophysiologiques. Cependant, a l'instar du modeéle in vivo, il reste
difficile d’identifier une population cérébrale bien spécifique, sauf dans le cas par exemple,
d’explants provenant de souris transgéniques exprimant des neuropeptides fluorescents
(Pinto, Roseberry et al. 2004). 11 est également possible que les connexions entre les
neurones peuvent étre perdues, induisant une perte potentielle des canaux importants ou
des récepteurs ce qui peut biaiser dans certains cas les résultats obtenus.

Afin de contourner la complexité des modeles in vivo et ex vivo, les cultures cellulaires
représentent un bon outil pour comprendre et étudier les mécanismes moléculaires,
notamment, griace a l'absence de connexions du réseau intégré et la signalisation
neuronale, raison aussi a cause de laquelle, l'interprétation de certains résultats et
conclusions, doit étre effectuée avec prudence.

Deux différents modeles de cultures cellulaires neuronales existent, d’ une part, les cultures
primaires de neurones qui sont difficiles a maintenir, ont une courte durée de vie, et
représentent une population hétérogene de neurones. D’autre part, les lignées neuronales
qui représentent une population homogeéne illimitée de neurones spécifiques.

Les lignées neuronales hypothalamiques : GNRH

L'une des premieres lignées neuronales de 1'hypothalamus complétement différenciées, est
celle développée par Mellon et al. en 1990 a partir de tumeur de souris transgénique,

générées par l'injection d’'une construction comportant la séquence codante de 'antigéne T
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du virus SV40 (SV40-T Ag) sous le controle du promoteur du gene GnRH, qui deviendrait
par la suite la lignée cellulaire GT1 (Mellon, Windle et al. 1990), et a partir de laquelle, trois
autres populations de lignées neuronales nommées GT1-1, GT1-3 et GT1-7 ont été
développées. Ces cellules sont devenues l'un des modeles cellulaires neuronales les plus
utilisés dans les études liées non seulement au GnRH, mais aussi a d’autres fonctions
neuronales. Actuellement, il existe quatre lignées cellulaires hypothalamiques exprimant
GnRH qui sont GT1, GN, GNV et GRT. La lignée cellulaire Gn a été développée en utilisant la
méme méthode que GT1, alors que la lignée GNV développée par salvi et al (Salvi, Castillo
et al. 2006), a été générée a partir de cultures hypothalamiques adultes et représente un
phénotype de neurones adultes. Enfin on retrouve GRT, la plus récente des lignées
exprimant GnRH, développée par Wolf et al, a partir de souris transgéniques dont le
promoteur de GnRH conduit un gene hybride T-Ag.

Nous avons choisi d’utiliser la lignée GT1-7 dans notre étude car elle exprime également le

neuropeptide AGRP.

Les lignées hypothalamiques SCN (SupraChiasmatic Nucleus)

La création de lignées neuronales hypothalamiques a aussi suscité 'intérét des chercheurs
dans le domaine des rythmes circadiens. Dans ce contexte, Earnest et al ont développé la
premiere lignée des cellules SCN, qu’ils ont isolé a partir d’hypothalamus d’embryon de rat
(Earnest, Liang et al. 1999). Deux autres lignées ont été générées récemment, la N14.5,
isolée a partir des cellules de la région ventrale du SCN de rats transgéniques
thermosensibles (ts), dont le gene SV40 T-Ag est activé seulement a 33_c (Matsushita,
Amagai et al. 2006), et la lignée RS182, exprimant en plus le promoteur (Perl) du gene
luciférase (Kawaguchi, Shinozaki et al. 2007).

Les lignées hypothalamiques mHypoE

L’utilisation de SV40-T Ag pour infecter des cultures primaires hypothalamiques de cellules
embryonnaires de souris, a permis de générer d’autres lignées neuronales

hypothalamiques connues sous le nom de mHypoE. Ces lignées cellulaires sont
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caractérisées par l'expression de maniere endogene des récepteurs d'hormones et de
neuropeptides impliqués dans le contréle de I'homéostasie énergétique et la reproduction.
Parmi ces neuropeptides et récepteurs on note NPY, AgRP, POMC, CART, MCH, CRH, le
récepteur de l'insuline, la leptine, ainsi que le récepteur de la mélanocortine MC3/ 4R
(Dalvi, Nazarians-Armavil et al. 2011).

Dans le cadre de notre étude, notre choix s’était dirigé vers la lignée cellulaire (mHypoE-
N46) représentée comme une lignée exprimant plus spécifiquement le neuropeptide NPY.
Bien que ces modeles hypothalamiques embryonnaires soient extrémement utiles dans la
compréhension des mécanismes moléculaires neuronauy, il n'est pas encore complétement
établi, si les mécanismes de base impliqués dans les fonctions de ces neurones, reflétent

parfaitement ceux des neurones adultes.

Les lignées hypothalamigues mHypoA

Par ailleurs, des cultures de cellules primaires a partir d’hypothalamus de souris adulte, ont
été traitées par le facteur de croissance CNTF, afin d’induire la neurogénese, ainsi que la
division cellulaire. Les cellules ont été infectées par SV40 T-Ag pour générer des lignées
neuronales adultes mHypoA (Belsham, Fick et al. 2009). L’utilisation de ces lignes
contribuerait a comprendre les mécanismes intracellulaires dans des neurones matures.
Finalement, bien que les cellules gliales aient suscité beaucoup d’attention et d’'intérét,
I’étude de leur fonctionnement a été principalement basée sur des modeles de culture
primaires.

A notre connaissance, et a ce jour, il n’existe pas de lignée astrocytaire hypothalamique. La
génération de telles lignées pourrait apporter une grande aide au niveau expérimentale
afin de comprendre les différents mécanismes impliqués dans le contrdle de la balance

énergétique dans les astrocytes.
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Objectifs et approches

expérimentales
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Dans un contexte ou l'apport nutritif riche en graisse augmente, Caractériser et
comprendre la régulation du métabolisme intracellulaire des acides gras au niveau central
est devenu essentiel. A cette fin, I'’ensemble des travaux réalisés le long de cette these
englobe deux projets distincts :

La premiere étude réalisée s’'intéresse a la caractérisation et a la régulation du
métabolisme hypothalamique des acides gras par le glucose.

Les objectifs principaux de cette étude étaient d’abord, de tester l'existence d'une
interaction entre le métabolisme du glucose et des acides gras dans I'hypothalamus, définir
le(s) type(s) cellulaire(s) dans lequel(s) cette interaction métabolique est présente
(neurones et/ou astrocytes) et finalement démontrer si des différences potentielles de
cette interaction existent en fonction du type d'acides gras (saturés versus insaturés).

Les travaux réalisés dans le cadre de cette étude ont nécessité que je développe au sein du
laboratoire différents modeles d’études et techniques permettant de mesurer le
meétabolisme intracellulaire du glucose et des acides gras (grace a des traceurs radioactifs),
ainsi que la sécrétion de neuropeptides, d’'une part in vitro sur des lignées de neurones
hypothalamiques et des cultures primaires d'astrocytes et d’autre part, ex vivo sur des
explants hypothalamiques de rats et de souris. Nous avons pu mettre en évidence pour la
premiere fois que le glucose régule le métabolisme des acides gras dans 1'hypothalamus
dépendamment du type cellulaire et du type d'acides gras. De plus, nos données montrent
que les astrocytes de I'hypothalamus ont des caractéristiques métaboliques différentes des
astrocytes corticaux, supportant ainsi leur role dans les effets centraux du glucose et des

acides gras.

Toujours en se focalisant sur le métabolisme des acides gras dans le MBH et leur réle dans
I’homéostasie énergétique, le deuxieme projet s'intéresse plus précisément a la protéine
ACBP et son implication dans le métabolisme des acides gras au sein du MBH. Ainsi, le but
de cette étude est de déterminer, si au sein du cerveau, ACBP contrdle le devenir
métabolique des acides gras. Pour cela, j’ai adapté, via l'utilisation de souris déficientes en
ACBP, les modeles et les techniques utilisés dans le cadre du premier projet pour répondre

a ces questions.
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Nos résultats obtenus montrent que la délétion d’ACBP modifie le profil des LCFA-CoA dans
le cerveau, altére le métabolisme de l'oléate incluant son oxydation et estérification, mais
pas celui du palmitate, dans les explants du MBH et les cellules gliales hypothalamiques.
Ces travaux suggerent que l'effet d’ACBP sur la régulation du métabolisme des LCFA est
dépendant du type de ces derniers, et établissent pour la premiere fois un nouveau réle de
la protéine ACBP dans la régulation du métabolisme intracellulaire des acides gras au

niveau central.

Ces travaux ont mené a la publication d'un article original ainsi qu'a la soumission d'un

deuxiéme manuscrit au moment du dépot de la these :

Bouchra Taib", Khalil Bouyakdan®, Cécile Hryhorczuk, Demetra Rodaros, Stephanie Fulton
and Thierry Alquier.

Glucose Regulates Hypothalamic Long-chain Fatty Acid Metabolism via AMP-activated
Kinase (AMPK) in Neurons and Astrocytes.

Publié dans le journal: Journal of Biological Chemistry, volume 288enumber

52eDecember27, 2013

Khalil Bouyakdan®, Bouchra Taib®, Lionel Budry, Shangang Zhao, Demetra Rodaros, Ditte
Neess, Susanne Mandrup, Nils. J. Faergeman, and Thierry Alquier
A novel role for DBI/ACBP as a regulator of long-chain fatty acid metabolism in

astrocytes
Soumis au journal : ] Neurochem, juin 2014.

*: equal contribution
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Chapitre I

Le glucose régule le métabolisme hypothalamique des
acides gras a longue-chaine via '’AMP-activated Kinase
(AMPK) dans les neurones et les astrocytes.
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Mise en contexte:

Le premier volet de cette these, s’intéresse particulierement a la régulation du métabolisme
intracellulaire des acides gras par le glucose, connu pour moduler négativement la prise

alimentaire et I'activité de 'AMPK dans I’hypothalamus.

Nos objectifs principaux étaient de

1- Tester l'existence d'une interaction entre le métabolisme du glucose et des acides
gras dans l'hypothalamus in vitro et ex vivo.

2- Identifier le type cellulaire, neurones versus astrocytes, faisant l'objet de cette
régulation.

3- Vérifier si I'effet du glucose est limité a 1'hypothalamus ou s’étend aussi a d’autres

régions dans le cerveau.

Nous avons donc commencé dans un premier temps par établir si le métabolisme du
palmitate et celui de I'oléate sont régulés différentiellement par le glucose in vitro sur des
lignées de neurones hypothalamiques (lignées GT1-7 et N-46), exprimant respectivement
les neuropeptides AgRP et NPY ainsi que des cultures primaires astrocytaires, et d’autre
part, ex vivo sur des explants hypothalamiques de rats.

Les résultats principaux issus de cette étude ont mis en évidence que :

1- le glucose diminue l'oxydation des acides gras, démontrant pour la premiere fois
'existence d'un couplage métabolique entre le métabolisme du glucose et celui des
acides gras au niveau céreébral in vitro et ex vivo.

2- cette régulation dépend a la fois du type cellulaire (neurones versus astrocytes), du
type d’acides gras (saturé versus insaturé) et de la région cérébrale (hypothalamus
versus cortex).

3- la protéine AMP-activated Kinase (AMPK) est impliquée dans le couplage

métabolique entre le glucose et les acides gras au niveau hypothalamique.
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L’ensemble des résultats obtenus a soulevé plusieurs points de discussions :

Premierement est ce que la régulation de I'oxydation des acides gras par le glucose observé
dans nos données, s’étend aussi au niveau de leur estérification, impliquant ainsi une
régulation de la partition du métabolisme des LCFA par le glucose dans I’hypothalamus et
le cortex ?

Le cas échéant, est ce que la différence de la régulation du métabolisme entre les différents
types cellulaires est due a une différence des caractéristiques métaboliques de chaque type
cellulaire ?

Nous allons reprendre les différents points présentés ici ultérieurement au cours de la

discussion générale.
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CAPSULE

Background: Hypothalamic long-chain fatty acids (LCFA) and glucose are critical for energy balance,
but it is not known if their metabolism is coupled.

Results: Glucose regulates hypothalamic metabolism of palmitate via AMP-activated kinase.
Conclusion: Glucose and LCFA metabolism is coupled in a cell-type and LCFA dependent manner.
Significance: This is the first evidence for glucose regulation of LCFA metabolic fate in the

hypothalamus.

ABSTRACT

Hypothalamic controls of energy balance rely on the detection of circulating nutrients such as
glucose and long-chain fatty acids (LCFA) by the medio-basal hypothalamus (MBH). LCFA metabolism
in the MBH plays a key role in the control of food intake and glucose homeostasis, yet it is not known if
glucose regulates LCFA oxidation and esterification in the MBH and, if so, which hypothalamic cell
type(s) and intracellular signaling mechanisms are involved. The aim of this study is to determine the
impact of glucose on LCFA metabolism, assess the role of AMP-activated Kinase (AMPK) and to
establish if changes in LCFA metabolism and its regulation by glucose vary as a function of the kind of
LCFA, cell type and brain region. We show that glucose inhibits palmitate oxidation via AMPK in
hypothalamic neuronal cell lines, primary hypothalamic astrocyte cultures and MBH slices ex vivo but not
in cortical astrocytes and slice preparations. In contrast, oleate oxidation was not affected by glucose or
AMPK inhibition in MBH slices. In addition, our results show that glucose increases palmitate, but not
oleate, esterification into neutral lipids in neurons and MBH slices but not in hypothalamic astrocytes.
These findings reveal for the first time the metabolic fate of different LCFA in the MBH, demonstrate
AMPK-dependent glucose regulation of LCFA oxidation in both astrocytes and neurons and establish
metabolic coupling of glucose and LCFA as a distinguishing feature of hypothalamic nuclei critical for

the control of energy balance.

INTRODUCTION

The hypothalamus controls energy homeostasis by integrating hormonal and nutrient signals such
as long-chain fatty acids (LCFA) and glucose (Morton, Cummings et al. 2006). The modulation of
glucose homeostasis and food intake by glucose and LCFA relies on the intracellular metabolism of these
nutrients. Esterification and oxidative metabolism of LCFA has been shown to mediate the effects of
LCFA on glucose and energy homeostasis (Cruciani-Guglielmacci, Hervalet et al. 2004, Lam, Pocai et al.

2005, Pocai, Lam et al. 2006, Benani, Troy et al. 2007), and the actions of glucose in the brain mainly
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involve changes in the AMP/ATP ratio (Jordan, Konner et al. 2010). In peripheral tissues, glucose
regulates the partitioning of LCFA-CoA between oxidation and esterification, a process fundamental to
glucose regulation of insulin release by the pancreatic beta cell (Prentki, Matschinsky et al. 2013). Despite
this knowledge, it is not known if glucose and LCFA metabolism is coupled in the hypothalamus, nor
which cell types and intracellular signalling pathways are involved.

The coupling of glucose and LCFA metabolism in peripheral tissues is known to require specific
glucose-derived metabolites and enzymes (Ruderman, Saha et al. 2003). Intracellular metabolism of
glucose inhibits the activity of a key energy sensing enzyme, AMP-activated kinase (AMPK). Several
studies have established the importance of AMPK in the medio-basal hypothalamus (MBH) in glucose
sensing (Claret, Smith et al. 2007, Murphy, Fakira et al. 2009), action (Yang, Lam et al. 2010) and the
counterregulatory response to hypoglycemia (Alquier, Kawashima et al. 2007, McCrimmon, Shaw et al.
2008). Glucose inhibition of hypothalamic AMPK leads to the activation of acetyl-CoA carboxylase
(ACC), thereby leading to the generation of malonyl-CoA from glucose-derived acetyl-CoA (Hu, Cha et
al. 2003, Wolfgang, Cha et al. 2007). In peripheral tissues it is known that malonyl-CoA inhibits LCFA-
CoA mitochondrial oxidation via inhibition of carnitine palmitoyl transferase-la (CPT-1a), the isoform
expressed in the liver, and CPT-1b, the muscle isoform (Ruderman, Saha et al. 2003). In the
hypothalamus, CPT-1a and CPT-1c, the brain-specific isoform, are expressed but only CPT-1a possesses
the prototypical mitochondrial acyltransferase activity (Gao, Moran et al. 2013). While inhibition of CPT-
la and LCFA-CoA oxidation by malonyl-CoA has been suggested in the brain (Hu, Dai et al. 2005, He,
Lam et al. 2006, Wolfgang, Cha et al. 2007, Andrews, Liu et al. 2008, Lopez, Lage et al. 2008), this
model is not consistent with the results of some studies showing that increased malonyl-CoA do not
affect LCFA-CoA levels in the hypothalamus (Gao, Kinzig et al. 2007, Gao, Keung et al. 2011, Gao,
Casals et al. 2013). However, LCFA-CoA oxidation rates in response to glucose have never been
measured in the hypothalamus.

Beyond changes in oxidative flux, it is also not known whether or not glucose affects LCFA-CoA
partitioning between oxidation and esterification in the hypothalamus and if this process depends on
AMPK. Hypothalamic neurons (Mountjoy and Rutter 2007) and glia (Guillod-Maximin, Lorsignol et al.
2004, Lam, Gutierrez-Juarez et al. 2005, Marty, Dallaporta et al. 2005, Orellana, Saez et al. 2012,
Lanfray, Arthaud et al. 2013) are both able to sense glucose, and the importance of astroglia in central
nutrient sensing has been recently emphasized (Yi, Habegger et al. 2011). It is unclear if glucose
modulation of LCFA-CoA metabolism occurs in neurons and/or astrocytes and whether or not such a
feature distinguishes hypothalamic nuclei from other brain regions. Finally, it remains to be elucidated if
the type of LCFA (carbon chain length and saturation degree) differentially affects glucose-regulated

LCFA metabolism. The goal of the present study was to: (1) determine whether or not glucose regulates
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LCFA metabolism in the hypothalamus; (2) establish if oleate and palmitate metabolism are differentially
modulated by glucose; (3) identify the role of AMPK in glucose-regulated LCFA metabolism, and (4)
identify which hypothalamic cell type(s) are involved. To this end, we have employed combination of in
vitro models consisting of hypothalamic neurons, hypothalamic and cortical astrocytes cultures as well as
ex vivo MBH and cortical slices to measure glucose metabolism, LCFA oxidation and esterification rates

in response to glucose and pharmacological AMPK manipulation.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents
Culture media and serum were from Wisent (Canada). Radioactive tracers were from Perkin Elmer and all
other reagents were from Sigma (St. Louis, MO), unless otherwise noted. The NPY RIA kit was from

Phoenix Pharmaceuticals (Burlingame, CA).

Animals

Four to five-week-old male Wistar rats and C57Bl1/6 mice were purchased from Charles River (Québec,
Canada). Animals were housed 2 per cage on a 12 h light/dark cycle at 21°C with free access to water and
standard diet. All procedures were approved by the Institutional Committee for the Protection of Animals

(CIPA) at the Centre Hospitalier de I’Université de Montréal.

Neuronal cell lines culture

GT1-7 (generous gift from Dr Pamela Mellon, San Diego, California, USA) and N46 neurons (Cellutions
Biosystems, Toronto, ON, Canada) were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 25 mM glucose and 1% penicillin/streptomycin at
37°C in 95% 0,-5% CO,. Cells were used at ~70% confluence for every experiment. To assess the effect
of glucose on the expression of esterification enzymes in N46 neurons, cells were starved during 12 h in
DMEM 10% FBS at 1 mM glucose. Then, cells were maintained for 24 h in DMEM 10% FBS with 1 or
15 mM glucose.

Primary astrocytes culture and immunocytochemistry

Primary cultures of hypothalamic and cortical astrocytes were prepared from 1-day-old C57Bl/6 pups
using a protocol adapted from the group of Magistretti (Gavillet, Allaman et al. 2008). Briefly, after
decapitation the brains were removed, the hypothalami and cortices were dissected and transferred into 6

well plates containing 2 ml of DMEM. The tissues were dissociated by passing through syringe needles of
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decreasing diameter (22G followed by 25G) 6 times. The cells were plated in poly-ornithine-coated T25
flasks and maintained in DMEM containing 25 mM glucose and supplemented with 44 mM NaHCO3,
1% antibiotic-antimycotic and 10% FBS at 37°C in 95% 0O,-5% CO,. Astrocytes were cultured for 14 to
21 days before use (~70% confluence).

Astrocytes cultured on coverslips were fixed in 4% formalin and blocked in presence of Phosphate-
Buffered Saline (PBS) with 5% Bovine Serum Albumin (BSA) and 0.05% Triton. Cells were then
incubated with a Glial-Fibrillary Acidic Protein (GFAP) primary antibody (1:1000, Dako, Canada) in 5%
BSA and 0.05% Triton in PBS overnight at 4°C followed by secondary antibody incubation (1:1000,
Alexa Fluor 568, A-11004, Invitrogen, USA) in 0.25 % BSA for 2 h at room temperature. The coverslips
were mounted onto glass slides with Vectashield (Vector Laboratories, USA) containing DAPI (1.5

ug/ml). Cells were observed with a Zeiss fluorescent microscope.

RNA and real-time quantitative PCR

N46 and GT1-7 neurons and primary astrocytes grown in 6 well plates were rinsed with ice-cold PBS
before RNA extraction using TRIzol method (Invitrogen). RNA concentration was quantified
spectrophotometrically. 900 ng of total RNA was reverse transcribed by M-MULYV reverse transcriptase
(Invitrogen) with random hexamers following the manufacturer’s conditions. The reaction mix was then
diluted 5 fold before use

Quantitative gene expression was measured from 1:10 cDNA dilutions. Real-time PCR was performed
using the QuantiFast SYBR green PCR kit (Qiagen) according to the manufacturer’s guidelines on a
Corbett Rotor-Gene 6000. Data were analyzed using the standard curve method and normalized to 18 S

expression levels. The list and sequence of primers is provided in Table 1.

Hypothalamic and cortical slices

The slice protocol was adapted from a protocol previously described (Kawashima, Alquier et al. 2012).
Following decapitation, the brain was rapidly removed and immersed in ice-cold cutting solution of the
following composition (in mM): NaH,PO,-H,0, 1.25; KCl, 2.5; MgCl,-6H,0, 7; CaCl,-2H,0, 0.5;
NaHCOs, 28; D-glucose, 8; L(+)-Ascorbate, 1; Na-Pyruvate, 3; Hepes, 5 and sucrose 200, pH 7.25 and
osmolarity 310-320 mOsM, oxygenated with 95% 02-5% CO2. Four 300 um thick sections containing
the hypothalamus were cut from each rat using a Vibratome while being continuously immersed in ice-
cold cutting solution. The MBH, which includes the arcuate nucleus plus the ventro- and dorso-median
hypothalamus, and the medio-lateral area of the motor and somatosensory cortex were dissected on each

section as previously described (Alquier, Kawashima et al. 2007, Kawashima, Alquier et al. 2012).
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Slices were allowed to recover during 1 h at room temperature in artificial cerebrospinal fluid (aCSF)
containing (in mM): NaCl, 118; KCl, 3; NaH,PO4-H20, 1.2; MgCl,-6H,0, 1; CaCl,-2H,0, 1.5; Hepes,
5; NaHCO;, 25; D-glucose 5 and sucrose 15, pH 7.25 and osmolarity 310-320 mOsM, oxygenated with
95 % 0O,-5 % CO,. Slices dissected from each hemisphere were pooled together in two distinct
incubation chambers to allow two treatment conditions per animal. Slices were then pre-incubated at
37°C for 30 min in aCSF 1 mM glucose before treatment under constant oxygenation.

For Neuropeptide Y (NPY) secretion in MBH slices, slices were incubated in aCSF 1 mM glucose
containing 0.1 mM palmitate pre-complexed to 0.1% BSA for 1 h 40 min. The media was then collected
and replaced by aCSF 1 mM glucose, 0.1 mM palmitate pre-complexed to 0.1% BSA and 50 mM KCI for
20 min after which the media was collected. NPY radioimmunoassay was performed following the
manufacturer's recommendation. At the end of slice experiments, samples were washed in cold PBS,

frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until subsequent homogenization for protein extraction.

Muscle and liver slices

The soleus muscle and liver were dissected on animals after decapitation. A 500 pm thick section of the
liver was cut using a slicing matrix. The entire soleus and the liver section were pre-incubated at 37°C for
30 min in Krebs-Ringer bicarbonate HEPES buffer (KRBH), pH 7.3 supplemented by 0.1% BSA and 1

mM glucose under constant oxygenation.

LCFA oxidation in cultured neurons and astrocytes

The measurement of LCFA oxidation in neurons and primary astrocytes cultures was performed using a
protocol adapted from a methodology already described for cultured beta cells (Roduit, Nolan et al.
2004). Briefly, cells grown in T25 flasks were starved for 2 h in DMEM 1mM glucose followed by a 30
min pre-incubation in the same media plus 0.5% fatty acid-free BSA. Cells were then incubated during 2
h in presence of different glucose concentrations (1, 8 and 15 mM), 0.3 mM palmitate or oleate pre-
complexed to 0.5% BSA, [1-"*C]-Palmitate or [1-'*C]-Oleate (0.1 pCi/ml), + 200 pM etomoxir, 25 pM
Compound C (CpC, Calbiochem) or 1 mM 5-amino-1-f-D-ribofuranosyl-imidazole-4-carboxamide
(AICAR, Toronto Research Chemicals, Canada). AICAR was dissolved in sterile water. 0.25% DMSO
was used as a vehicle for CpC and 0.25% DMSO was added in all the conditions. The flasks were sealed
at the beginning of the incubation with a stopper containing a filter (Whatman GF/B paper) pre-soaked in
5% KOH. The incubation was stopped by the injection of 0.2 ml 40% perchloric acid into each flask via a
needle through the cap to acidify the medium and liberate the CO,. After overnight isotopic equilibration

at room temperature, filters were removed and the trapped '*CO2 and '*C-Acid Soluble Products
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generated by the oxidation of '*C-Palmitate or '*C-Oleate were counted to calculate total palmitate and

oleate oxidation. The results were normalized by cell protein content.

Glucose utilization and oxidation in cultured neurons and astrocytes

Neurons and primary astrocytes grown in T25 flasks were starved in DMEM 1mM glucose for 2h and
pre-incubated in DMEM 1 mM glucose containing 0.5% BSA during 30 min as described for LCFA
oxidation. Cells were then incubated in presence of different glucose concentrations (1, 8 and 15mM), 0.3
mM palmitate pre-complexed to 0.5% BSA, D-[U-"*C]-glucose (0.2 pCi/ml) and D-[5-*H]-glucose (0.5
uCi/ml). The reaction was stopped by the addition of 0.2 ml of 40% perchloric acid. '*CO2 generated was
counted to estimate glucose oxidation while ’H,O was counted to estimate glucose utilization. The results

were normalized by cell protein content.

LCFA oxidation and glucose utilization in brain slices, muscle and liver

Since brain slices have to be constantly oxygenated, '*C-labeled oleate and palmitate tracers could not be
used to measure LCFA oxidation via the release of '*CO,. Therefore, *H-tracers were employed to
estimate the amount of *H,O generated and released in the media. Cortical and MBH slices were pre-
incubated in aCSF 1 mM glucose containing 0.1 % BSA for 30 min followed by a 2 h incubation with
different concentrations of glucose (0.5, 1, 5, and 10 mM), 0.1 mM palmitate or oleate pre-complexed to
0.13% BSA, [9,10(n)-"H]-palmitate or [9,10(n)->H]-oleate (2 pCi/ml) or D-[5-’H]-glucose (0.5 uCi/ml) £
etomoxir (200 pM) or CpC (25 pM) at 37°C under constant oxygenation with 95 % O,-5 % CO,. 0.25%
DMSO was used as a vehicle for CpC and 0.25% DMSO was added in all conditions. Palmitate oxidation
was measured in a 500 pm thick liver section and the entire soleus muscle in similar conditions except
that incubations were performed in KRBH. For glucose utilization measurements, slices were incubated at
1 or 10 mM glucose in presence of 0.1 mM palmitate pre-complexed to 0.1% BSA. At the end of the
incubation, the medium was collected and acidified with concentrated HCI (10% of vol). Samples were
placed in scintillation vials containing cold water and were incubated 24 h at 50°C under constant
agitation. After equilibration, H,0 was counted to calculate palmitate or oleate oxidation or glucose

utilization. The results were normalized by slice protein content.

LCFA esterification in cells and brain slices

Oleate and palmitate esterification into neutral lipids was measured using '*C-labeled tracers and thin
layer chromatography (TLC). Cells (neurons and astrocytes) grown in T25 flasks were starved for 2 h in
DMEM 1| mM glucose followed by a pre-incubation of 30 min in the same media plus 0.5% BSA. Cells

were then incubated during 2 h in presence of different glucose concentrations (1 and 15 mM), 0.3 mM
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palmitate or oleate pre-complexed to 0.5% BSA, [1-"*C]-Palmitate or [1-'*C]-Oleate (0.1 pCi/ml). MBH
slices were pre-incubated in aCSF 1 mM glucose for 30 min and then incubated during 2 h with different
concentrations of glucose (1 and 10mM), 0.1 mM palmitate or oleate pre-complexed to 0.13% BSA and
[1-"*C]-Palmitate or [1-"*C]-Oleate (2 pCi/ml) at 37°C under constant bubbling with 95 % 0,-5 % CO,.

At the end of the incubation, cells and explants were collected, washed with cold PBS and rapidly frozen
in 0.5 ml (cells) or 0.2 ml (slices) methanol: HCI (100:1) in liquid nitrogen. Total lipids were extracted
using the Folch method. Briefly, samples were homogenized using a pestle and loaded into pre-chilled
glass tubes containing 2 ml chloroform then washed with 0.5 ml methanol and HCI. Water with 0.9%
NaCl was added and samples were vigorously vortexed for 15 sec and centrifuged at 900g during 15 min
at 4°C. After centrifugation, the lower phase (organic) was transferred into pre-chilled glass tubes and
dried under N2. Each sample was suspended in 50 pl chloroform and loaded on the TLC plates
(Whatman). The samples were delivered by small drops and 10 pl of the esterification mix was loaded to
quantify total palmitate or oleate tracer radioactivity. Total lipids were separated using a solvent for
neutral lipids (petroleum ether/ether/acetic acid; 70:30:1) for separation of total phospholipids from
mono-, di- and triacylglycerols. Plates were imaged using a phosphor screen (GE Healthcare) after 9 to 10
days exposure and the signal quantified using a Typhoon scanner (GE Healthcare). Results were

normalized by slice and cell protein content.

Treatment for Western Blot analysis

Western blotting was performed to examine changes in AMPK (Thr 172) and ACC (Ser 79)
phosphorylation in response to glucose, AICAR or CpC in cultured cells or brain slices. Cells were
starved in DMEM 1 mM glucose and incubated during 15 min in DMEM 1 or 15 mM glucose + CpC (25
uM) or AICAR (1 mM). AICAR was dissolved in sterile water. 0.25% DMSO was used as a vehicle for
CpC and 0.25% DMSO was added in all the conditions. Cortical and MBH slices were pre-incubated in
aCSF 1 mM glucose and incubated in aCSF 1 or 10 mM glucose during 15 min. After a wash with cold
PBS, samples were lyzed in ice-cold lysis buffer containing 1M Tris-HCI (pH 7.5), 1M NaCl, 400 mM
Na, EDTA, 100 mM EGTA (pH 7.5), Triton X-100, Sodium Pyrophosphate, 100 mM beta-
glycerophosphate, 100 mM Na3;VO,, 10 mg/ml Leupeptin, supplemented with 1% protease inhibitor
cocktail (Cell Signaling), 1 mM PMSF and aprotonin. Total protein (20ug) was resolved on a 7.5 %
acrylamide gel and transferred to a nitrocellulose membrane (Biorad) blocked with 5% non-fat milk in
Tris-buffered saline containing 0.2% Tween 20 (TBS-T) for 1 h. Blots were then incubated with a P-
AMPK or P-ACC primary antibody (1:1000, Cell Signaling) overnight at 4°C followed by secondary
antibody incubation (HRP-goat anti rabbit, 1:10000, Biorad) during 1 h at room temperature. The
membranes were then stripped and incubated with an AMPK or ACC primary antibody (1:1000, Cell
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Signaling). Chemiluminescence (Western Lightning, PerkinElmer Life Sciences) was quantified on

scanned films using densitometry.

Statistics
Data are expressed as means £ SEM. Intergroup comparisons were performed by one-way ANOVA with
Bonferroni post-tests or by Student’s ¢-test when comparing two conditions. P < 0.05 was considered

significant.
RESULTS

Glucose and LCFA oxidation are coupled via AMPK in hypothalamic neurons
GT1-7 and N46 hypothalamic neuronal cell lines were chosen for intracellular metabolism studies
based on previous reports demonstrating “glucose-sensing” capacities (Sanz, Roncero et al. 2007,
Madadi, Dalvi et al. 2008, Beall, Hamilton et al. 2012). GT1-7 neurons mainly express the Agouti-
Related Protein (AgRP) neuropeptide while N46 cells express both AgRP and Neuropeptide Y (NPY)
(Fig 1A). Expression of Proopiomelacortin was extremely low compared to AgRP and NPY. The glucose
transporter GLUT2 and glucokinase (GK) were not detected in GT1-7 and N46 neurons. However, key
enzymes involved in malonyl-CoA metabolism including ACC; Malonyl-CoA decarboxylase (MCD), the
malonyl-CoA degrading enzyme; Fatty acid synthase (FAS) which catalyzes palmitate synthesis from
malonyl-CoA; as well as enzymes of LCFA (CPT-1) and glucose (Pyruvate dehydrogenase) oxidation
(Fig 1B) were expressed in GT1-7 and N46 neurons. Expression levels of CPT-1a were similar in GT1-7
and N46 neurons and were about 2 fold higher than CPT-1b. CPT-1c was the most abundant CPT-1
isoform in GT1-7 cells.
Palmitate oxidation was measured in response to increasing glucose concentrations in both GT1-
7 and N46 hypothalamic neurons. First, the CPT-1 inhibitor etomoxir significantly decreased palmitate
oxidation by 38% and 70% in GT1-7 and N46 neurons respectively (Fig 2A and D). Second, increasing
glucose concentrations decreased palmitate oxidation in both hypothalamic cell lines (Fig 2A and D).
However, the effect of glucose was more pronounced in N46 neurons and reached a maximum at 8 mM
glucose compared to GT1-7 cells. To determine whether the effect of glucose was related to differences in
glucose metabolism, its utilization and oxidation were measured in GT1-7 and N46 neurons. Glucose
utilization and oxidation were increased by ~ 2 fold in response to 8 and 15 mM glucose in N46 neurons
(Fig 2E and F). Despite a similar trend, glucose utilization and oxidation were significantly increased by
~1.6 and ~1.4 fold respectively only at 15 mM glucose in GT1-7 neurons (Fig 2B and C). These results

suggest that the higher rate of glucose metabolism in N46 neurons inhibits palmitate oxidation at lower
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glucose concentrations when compared to GT1-7 neurons. Altogether, these results show that palmitate
oxidation is decreased in response to glucose in hypothalamic neurons.

To investigate the involvement of AMPK in glucose inhibition of palmitate oxidation, N46
neurons were treated with or without the AMPK inhibitor, Compound C (CpC, 25uM) at low glucose
(ImM) or in presence or absence of AICAR, the AMPK activator (1 mM), at high glucose (15 mM).
Western blot analysis revealed that AMPK phosphorylation was significantly decreased by CpC and high
glucose compared to low glucose conditions whereas AICAR blocked the effect of high glucose (Fig 2G
and H). In line with the effect on AMPK activity, CpC decreased palmitate oxidation at low glucose while
AICAR prevented glucose inhibition of palmitate oxidation (Fig 2I). These results demonstrate that the
inhibition of palmitate oxidation by glucose is dependent on AMPK activity. The oxidation of the
monounsaturated LCFA oleate was also measured in N46 neurons to assess potential difference between
LCFA. Interestingly, basal oleate oxidation was significantly lower compared to palmitate (9.8 = 0.6 vs.

7.2 £ 0.1 nmol/mg/h, p < 0.01) but was inhibited by glucose similarly to palmitate (Fig 2J).

Glucose inhibits palmitate oxidation via AMPK in hypothalamic but not cortical astrocytes

Astrocytes are the most abundant cells in the central nervous system and are well known to
oxidize LCFA (Edmond 1992). Therefore, we decided to investigate whether glucose regulates LCFA
oxidation in astrocytes and whether there are potential differences in glucose action depending on the
nature of the astrocytes. To this end, we developed and validated mouse astrocyte cultures generated from
cortices or hypothalami isolated from newborn mice (P1).

The purity of the culture was assessed by immunocytochemistry using Glial Fibrillary Acidic
Protein (GFAP) as a marker for astrocytes. Our results showed that ~88% of cells in both cortical and
hypothalamic cultures were GFAP positive (Fig 3A). We found that less than 1% of cells were Ibal
positive (microglial marker) and no staining for NeuN (neuronal marker) was observed (data not shown).
The expression profile of key enzymes of LCFA metabolism was assessed in primary astrocytes by
gPCR. GLUT2 and GK mRNA were not detected in astrocytes cultures. CPT-1a and 1c were the main
isoforms expressed in astrocytes with higher CPT-1c¢ levels observed in hypothalamic astrocytes (Fig 3B).
CPT-1a, ACCI1, MCD, FAS and Pyruvate dehydrogenase (PDHaland a2) expression levels were
significantly higher in cortical vs. hypothalamic astrocytes (Fig 3B).

Palmitate oxidation was measured in response to glucose in hypothalamic and cortical astrocytes
as described for hypothalamic neurons. Oxidation rates were decreased by ~ 75% in response to etomoxir
in both astrocyte cultures (Fig 4A). No differences were observed in basal palmitate oxidation between
hypothalamic and cortical astrocytes. However, palmitate oxidation was inhibited by glucose specifically

in hypothalamic astrocytes (Fig 4A). Interestingly, the differential response to glucose was not related to
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differences in glucose utilization and oxidation in hypothalamic vs. cortical astrocytes (Fig 4B and C). To
determine the implication of AMPK in glucose inhibition of palmitate oxidation, cortical and
hypothalamic astrocytes were treated with AICAR in presence of high glucose (15 mM). Western blot
analysis revealed that glucose decreased P-AMPK and P-ACC in hypothalamic astrocytes compared to
low glucose conditions, an effect that was prevented by AICAR (Fig 4D and E). In cortical astrocytes, P-
AMPK and P-ACC levels remained unchanged in response to glucose. In contrast, AICAR increased both
P-AMPK and P-ACC in cortical astrocytes (Fig 4D and E). The inhibitory effect of glucose on palmitate
oxidation was prevented by AICAR treatment in hypothalamic astrocytes whereas AICAR had no effect

on palmitate oxidation in cortical astrocytes (Fig 4F).

Glucose and palmitate oxidation are coupled in hypothalamic but not cortical slices

The metabolic coupling between glucose and LCFA was investigated in a physiological model of
acute brain slices ex vivo. LCFA oxidation was measured in MBH (consisting of the arcuate nucleus plus
the ventro- and dorso- median-hypothalamus) and cortical slices from male Wistar rats using palmitate
and oleate radioactive tracers. The viability of MBH slices was tested by measuring NPY secretion in
response to KCl after incubation in the oxidation media. KCIl induced a ~ 5 fold increase in NPY
secretion indicating that the MBH slices were viable (Fig 5A). Notably, we found that palmitate oxidation
rate was significantly higher in the MBH compared to the liver and soleus muscle (Fig 5B). In addition,
palmitate oxidation in the MBH and cortex was significantly decreased by ~ 90% in response to etomoxir
indicating that palmitate oxidation is mainly CPT-1 dependent (Fig 5C). Interestingly, palmitate oxidation
was significantly decreased in response to glucose in the MBH while oxidation remained unchanged with
increasing glucose concentrations in cortical slices (Fig 5D and E). Glucose utilization was significantly
higher in MBH compared to cortical slices at low glucose (Fig 5F). However, the fold increase in glucose
utilization in response to glucose (~ 2 fold) was similar in both areas. In line with the effect of glucose on
palmitate oxidation in the MBH, we found that phosphorylation of AMPK was significantly decreased by
glucose in the MBH while it remained unchanged in cortical slices (Fig 5G and H). We also investigated
whether glucose affects oleate oxidation in MBH slices. Basal oleate oxidation at 1 mM glucose was
similar to palmitate. However, in contrast to palmitate, glucose had no effect on oleate oxidation (Fig 5I)
suggesting that its oxidation is not regulated by glucose and AMPK. To address this question, palmitate
and oleate oxidation were measured at low glucose with or without CpC. While CpC significantly
decreased palmitate oxidation, oleate oxidation remained unchanged (Fig 5J) supporting the idea that
oleate oxidation is independent on AMPK activity. Importantly, oleate oxidation was not altered by

etomoxir suggesting that its oxidation is CPT-1 independent (Fig 5K).
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Glucose increases palmitate but not oleate esterification in N46 neurons and slices

To determine whether inhibition of LCFA oxidation translates into increased LCFA esterification,
the incorporation of LCFA into neutral lipids was measured in N46 neurons, hypothalamic astrocytes
cultures and MBH slices. We found that in the three models, palmitate and oleate were mainly esterified
in triacylglycerol (TAG) and phospholipids (PL) (Fig 6). In basal conditions, oleate esterification in TAG
and PL was significantly higher compared to palmitate while its esterification in diacylglycerol (DAG)
was reduced in comparison to palmitate in neurons and slices (Fig 6A and C). Oleate esterification was
not affected by glucose whereas palmitate esterification in DAG and TAG was increased in response to
glucose (Fig 6A and C). Interestingly, glucose did not affect palmitate esterification in hypothalamic
astrocytes (Fig 6B).

In line with increased palmitate esterification in DAG and TAG in response to glucose in
neuronal cells, we found that N46 neurons expressed different isoforms of enzymes involved in TAG
biosynthesis through the glycerol phosphate pathway (Takeuchi and Reue 2009) including glycerol-3-
phosphate acyltransferase 1 (GPAT1) but not GPAT2, 1-acylglycerol-3-phosphate acyltransferase 1 to 8
(AGPAT) and diacylglycerol acyltransferase 1 and 2 (DGAT). Interestingly, the expression of AGPAT 1,
5, 7 and 8 and DGAT1 was significantly increased in response to high glucose (Fig 7).

DISCUSSION

The main objectives of this study were to examine whether glucose regulates LCFA intracellular
metabolism via AMPK-dependent mechanisms and assess potential differences in LCFA metabolism and
its regulation by glucose in different brain areas, cell types and for different LCFA. Using complementary
models, we demonstrate for the first time that glucose and palmitate metabolism is coupled in
hypothalamic neuronal cell lines, primary astrocytes and slices. The inhibition of palmitate oxidation by
glucose resulted in increased palmitate esterification into neutral lipids in neurons and MBH slices.
Glucose inhibition of palmitate oxidation in hypothalamic neurons and astrocytes was prevented by
AMPK activation whereas AMPK inhibition decreased palmitate oxidation at low glucose. Taken
together, these results establish the existence of an AMPK-dependent coupling between glucose and
palmitate metabolism in the hypothalamus.

Importantly, the effect of glucose was specific to the hypothalamus since phosphorylation of
AMPK and palmitate oxidation in cortical astrocyte cultures or slices remained unchanged in response to
glucose. The absence of glucose effect on cortical P-AMPK is in agreement with previous reports
showing that high glucose, hypoglycemia or neuroglucopenia does not modulate AMPK activity in
cortical areas (Minokoshi, Alquier et al. 2004, Han, Namkoong et al. 2005, Alquier, Kawashima et al.

2007). Interestingly, the lack of response to glucose was not related to a lower capacity to metabolize
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glucose since the fold increase in glucose utilization and oxidation rates in response to glucose were
similar in hypothalamic vs. cortical astrocytes and in MBH vs. cortical slices. This suggests a dissociation
between glucose metabolism and AMPK activity that may involve differences in ATP generation and/or
in the expression of the a1-AMPK isoform in cortical vs. hypothalamic regions which is less sensitive to
glucose compared to the a2 isoform (Kim, Park et al. 2004, Minokoshi, Alquier et al. 2004, Alquier,
Kawashima et al. 2007). Although it is difficult to speculate on mRNA levels, there is also a possibility
that the increased expression of FAS and MCD in cortical astrocytes translates into lower levels of
malonyl-CoA generated in response to glucose in cortical vs. hypothalamic astrocytes. Additional studies
aimed at measuring glucose-derived metabolites in astrocytes will be required to address this hypothesis.

To our knowledge, this is the first report showing that glucose regulates P-AMPK and LCFA
oxidation in primary hypothalamic but not cortical astrocytes suggesting that hypothalamic astrocytes,
similarly to hypothalamic neurons, have glucose sensing properties. These findings are in line with
growing literature showing that hypothalamic glial cells are involved in central glucose sensing and action
(Guillod-Maximin, Lorsignol et al. 2004, Lam, Gutierrez-Juarez et al. 2005, Marty, Dallaporta et al. 2005,
Orellana, Saez et al. 2012, Lanfray, Arthaud et al. 2013). It is important to mention that we did not
observe an increase in palmitate oxidation in response to AICAR in cortical astrocytes. These results are
in contrast with a study by Blazquez et al. (Blazquez, Woods et al. 1999) showing that AICAR increases
ketogenesis in cortical astrocytes suggesting that AMPK activation increases palmitate oxidation. The
reason for this discrepancy is unclear but could involve differences in animal species (rat vs. mouse in the
current study), conditions of culture and treatment and/or the possibility that palmitate oxidation is
already maximal at low glucose and cannot be further enhanced by AICAR in our culture model. This
hypothesis is supported by the fact that despite increased P-AMPK and P-ACC in response to AICAR,
palmitate oxidation remained unchanged in cortical astrocytes.

Our study also highlights important differences in palmitate oxidation rates between
hypothalamic neurons vs. astrocytes as well as MBH vs. cortical slices. In agreement with previous
reports suggesting that LCFA oxidation in the brain mainly occurs in astrocytes (Edmond, Robbins et al.
1987, Edmond 1992), we found that palmitate oxidation is significantly higher in astrocytes compared to
GT1-7 and N46 neurons. Interestingly, despite higher CPT-1a expression level in cortical astrocytes,
palmitate oxidation rate was similar in hypothalamic and cortical astrocytes and was decreased to the
same extend by etomoxir suggesting a similar oxidative capacity at low glucose concentration. In
agreement with the literature (Gao, Moran et al. 2013), we found that CPT-1a and 1c were the most
abundant CPT-1 isoforms expressed in brain cells. However, the expression of CPT-lc in cultured

astrocytes is not consistent with earlier studies showing a neuronal localization in the adult mouse brain
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(Dai, Wolfgang et al. 2007, Sierra, Gratacos et al. 2008). This discrepancy could be related to the age of
the animals used to generate astrocytes (P1) and/or the culture conditions.

In contrast to CPT-1a, the biochemical function of CPT-1c is not well defined. The initial studies
concluded that CPT-1c did not have the prototypical acyltransferase activity (Price, van der Leij et al.
2002, Wolfgang, Kurama et al. 2006) but a later study identified a weak palmitoyl-CoA transferase
activity in the endoplasmic reticulum of neurons (Sierra, Gratacos et al. 2008) suggesting that CPT-1c is
not involved in LCFA oxidation. This hypothesis is supported by recent results showing that CPT-1c
promotes ceramide biosynthesis in the hypothalamus (Gao, Zhu et al. 2011, Ramirez, Martins et al. 2013).
These data and the expression profile of CPT-1 isoforms in our models strongly suggest that LCFA
oxidation in hypothalamic cells is mainly dependent on CPT-1a.

In tissues preparation ex vivo, palmitate oxidation was about 2 and 3 fold higher in the MBH
compared to the liver and soleus muscle respectively. These results are consistent with previous ex vivo
studies showing higher palmitate oxidation rates in hypothalamic areas compared to the liver (Kasser,
Harris et al. 1985, Beverly and Martin 1991).

In addition, in slices preparation, palmitate oxidation was about 3 fold higher in the MBH
compared to cortical slices suggesting a higher LCFA oxidative capacity. In line with this finding, we
observed a similar difference in palmitate oxidation between MBH and cortical slices obtained from
mouse brain (data not shown). While the reason for this difference is unknown, this could be related to a
lower number of astrocytes in cortical vs. hypothalamic areas (Emsley and Macklis 2006) and/or
differences in the expression of protein and enzymes involved in LCFA metabolism (LCFA transporters,
acyl-CoA synthase and CPT-1) that may affect LCFA uptake. Nonetheless, our results are consistent with
previous reports showing regional differences in palmitate oxidation and incorporation in rat (Kimes,
Sweeney et al. 1983, Beverly and Martin 1991) or human brain (Karmi, lozzo et al. 2010) and high level
of palmitate incorporation in the arcuate nucleus compared to non-hypothalamic areas (Kimes, Sweeney
et al. 1983) after systemic administration of radiolabeled palmitate tracers. In addition, in agreement with
the former study in vivo (Kimes, Sweeney et al. 1983), we found here that palmitate oxidation rate in
MBH and cortical slices was proportional to the rate of glucose utilization.

One limitation of our study is that malonyl-CoA levels were not measured in the different models
in response to glucose. However, the decreased AMPK phosphorylation (in N46, hypothalamic astrocytes
and slices) and the concomitant decrease in ACC phosphorylation in GT1-7 neurons (data not shown) and
hypothalamic astrocytes in response to glucose strongly support that inhibition of palmitate oxidation is
mediated via inhibition of CPT-1 by malonyl-CoA.

The degree of saturation and carbon chain length of LCFA are known to affect their metabolic

fate, thus we hypothesized that oleate metabolism might be different compared to palmitate. In N46
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neurons, we found that oleate oxidation at low glucose was significantly lower than palmitate oxidation.
However, oleate oxidation was inhibited by glucose similarly to palmitate. These findings were not
replicated in MBH slices where basal oleate oxidation was similar to palmitate oxidation and remained
unchanged in response to glucose suggesting that oleate oxidation is not regulated by glucose and AMPK
in MBH slices. This hypothesis was confirmed by experiments showing that palmitate but not oleate
oxidation was significantly decreased by CpC in MBH slices. Importantly, oleate oxidation remained
unchanged in response to CPT-1 inhibition by etomoxir. This strongly suggest that palmitate oxidation is
mainly mitochondrial and CPT-1 dependent while oleate is preferentially oxidized in peroxisomes where
oxidation is CPT-1 independent (Islinger, Grille et al. 2012) and therefore not altered by changes in
glucose concentration or AMPK activity.

All together our results demonstrate that palmitate oxidation rate is inhibited by glucose in all the
models tested whereas oleate oxidation was not affected by glucose in slices. To get further insights on
the effect of glucose on LCFA partitioning, we measured LCFA esterification into neutral lipids. Our
results show that oleate esterification into neutral lipids was not significantly affected by glucose. In
contrast, glucose increased palmitate esterification into DAG and TAG in both N46 neurons and slices as
well as esterification into PL in cultured neurons. In agreement with these results, we found several
isoforms of enzymes involved in DAG and TAG biosynthesis expressed in N46 neurons and up regulated
in response to glucose as previously described in adipocytes and hepatocytes (Meegalla, Billheimer et al.
2002, Coleman and Lee 2004).

In hypothalamic astrocytes, despite a trend towards increased palmitate esterification into DAG in
response to glucose (p=0.07), MAG, TAG and PL remained unchanged. Interestingly, GPAT1 and all the
AGPAT and DGAT isoforms detected in N46 neurons were also expressed in hypothalamic astrocytes
(data not shown) suggesting that the lack of glucose effect on DAG and TAG esterification in astrocytes
is not related to differences in enzyme expression.

Combined with results showing high palmitate oxidation rates in astrocytes, this suggests that LCFA
metabolism is mainly channelled towards mitochondrial oxidation in astrocytes. However, since it was
not measured, we cannot rule out that oleate esterification and/or oxidation is differently regulated by
glucose when compared to palmitate in astrocytes.

Our findings demonstrate that glucose-induced LCFA esterification is dependent on both LCFA
and cell type. To our knowledge, this is the first study showing that glucose acutely increases LCFA
esterification into DAG and TAG in hypothalamic neurons and slices. This suggests that chronic
hyperglycemia and/or hyperlipidemia could lead to accumulation of lipids that may have deleterious
effect on insulin sensitivity. This hypothesis is supported by recent studies showing that high-fat feeding
increases hypothalamic DAG and TAG content in mice (Borg, Omran et al. 2012) and that palmitate
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induces insulin resistance in the arcuate nucleus (Benoit, Kemp et al. 2009) and in N44 hypothalamic
neurons (Mayer and Belsham 2010). Interestingly, activation of AMPK by AICAR prevented the
deleterious effect of palmitate on insulin signalling in N44 neurons (45). In light of our findings in a
similar neuronal cell line, it is tempting to speculate that AMPK activation might increase palmitate
oxidation while inhibiting intracellular accumulation of lipid thereby protecting neurons from palmitate-
induced lipotoxicity as already demonstrated in pancreatic beta cells (El-Assaad, Buteau et al. 2003).

An important question related to our ex vivo results in slices is whether they are representative of
in vivo conditions. The range of glucose concentration was chosen based on extracellular brain glucose
concentrations measured iz vivo, from 0.5 mM in hypoglycemic conditions to ~5 mM in the postprandial
state (Routh 2002), and on previous electrophysiology reports studying glucose sensing on brain slices
(Fioramonti, Lorsignol et al. 2004, Wang, Cruciani-Guglielmacci et al. 2006). Therefore we believe that
the results described in slices may reflect in vivo conditions. In contrast to glucose, extracellular
concentrations of LCFA in the brain are unknown. Thus, LCFA concentrations were chosen within the
physiological range of circulating LCFA levels (0.1 mM). Importantly, LCFA were always pre-
complexed to albumin with a LCFA/albumin molar ratio of 1 to 5. Nonetheless, this concentration might
be higher compared to central LCFA level and therefore have confounding effect on intracellular
metabolism.

Taken together, our findings have important implications. First, they suggest that the dissociation
observed between AMPK, malonyl-CoA and LCFA-CoA levels in previous reports (Gao, Kinzig et al.
2007, Gao, Keung et al. 2011, Gao, Casals et al. 2013) might be explained by differences in LCFA-CoA
metabolism in neurons versus astrocytes and/or differences in the type of LCFA. In line with this idea, it
was shown that central leptin administration increases palmitoyl-CoA level without affecting oleyl-CoA
level in the paraventricular nucleus of the hypothalamus (Gao, Kinzig et al. 2007). In addition, they
suggest that the previously described effect of malonly-CoA decarboxylase (MCD) overexpression in the
MBH, the malonyl-CoA degrading enzyme, leading to increased food intake and adiposity (Hu, Dai et al.
2005, He, Lam et al. 2006) may involve modulation of malonyl-CoA and LCFA-CoA oxidation in
astrocytes and/or neurons. Our data showing a high LCFA oxidative capacity in astrocyte cultures
compared to neurons support the idea of a cellular coupling between astrocytes and neurons or the so
called “metabolic-sensing unit” according to which changes in LCFA oxidation in astrocytes may
generate metabolic signals such as ketone bodies that in turn modulate MBH neurons activity (Levin,
Magnan et al. 2011). Clearly, further investigations aimed at modulating MCD or CPT-1 activity
specifically in neuronal subpopulations or astrocytes are required to assess their respective contribution in

LCFA metabolism and action in the MBH in vivo.

96



Chapitre I

Second, they support the concept that central LCFA action and sensing is dependent on the
nutritional status and/or glucose concentrations. Indeed, central LCFA anorexigenic action and capacity to
decrease glucose production are lost after three days of overfeeding (Morgan, Obici et al. 2004, Pocai,
Lam et al. 2006). At the cellular level, studies have established that the effect of oleate on neuronal
activity is dependent on extracellular glucose concentrations in primary culture of ventro-medial nucleus
neurons (Le Foll, Irani et al. 2009) and in arcuate neurons in brain slices (Wang, Cruciani-Guglielmacci et
al. 2006). However, in the current study, glucose did not affect oleate oxidation and esterification in MBH
slices suggesting that the effect of glucose on oleate action is independent of a metabolic coupling
between glucose and oleate. In agreement with this idea, etomoxir had a minor effect on oleate-induced
calcium mobilization in ventro-medial nucleus neurons (Le Foll, Irani et al. 2009). Thus, how glucose
affects oleate-sensing in MBH neurons is still unclear and further studies are needed to assess whether
glucose modulates LCFA metabolism and action in the MBH.

Third, our results provide a metabolic basis for the different effect of centrally administered
LCFA on feeding (Obici, Feng et al. 2002, Schwinkendorf, Tsatsos et al. 2010). Indeed, oleate but not
palmitate has an anorectic action making it tempting to speculate that such differences could be related to
the difference between palmitate and oleate metabolism observed in our study.

To summarize, this is the first study investigating the partitioning of saturated (palmitate) and
monounsaturated (oleate) LCFA between oxidation and esterification in response to glucose in the MBH.
Our results demonstrate that glucose regulates palmitate metabolism via AMPK in hypothalamic but not
cortical areas. In contrast, the metabolism of the monounsaturated LCFA oleate was not responsive to
glucose suggesting that the metabolic coupling is dependent on the type of LCFA. Finally, they support
the role of hypothalamic astrocytes in central glucose and LCFA action. Further studies are needed to
determine the functional role of the metabolic coupling between glucose and LCFA in the control of

energy balance by the hypothalamus and in the etiology of obesity and type 2 diabet
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Neuropeptides and metabolic enzymes expression profiles in GT1-7 and N46
hypothalamic neurons.

Neuropeptides (A) and enzymes (B) expression was determined by qPCR and mRNA levels were
normalized to 18S levels. Agouti-related Protein (AgRP), Neuropeptide Y (NPY),
proopiomelacortin (POMC), carnitine-palmitoyl transferase 1 (CPT-1), Acetyl-CoA carboxylase
(ACCQ), Fatty acid synthase (FAS), Malonyl-CoA decarboxylase (MCD), Pyruvate dehydrogenase
1 (PDH1). Results are shown as means + SEM. N= 3 to 5 performed in duplicate. Statistical
analyses were performed with one-way ANOV A with Bonferroni post-tests. *, ** and *** p <
0.05, 0.01 and 0.001 respectively.

Figure 2: Glucose inhibits LCFA oxidation via AMPK in hypothalamic neuronal cell lines.
Palmitate oxidation (A), glucose utilization (B) and oxidation (C) in response to increasing
glucose concentrations or etomoxir (200 uM) in GT1-7 neurons. Palmitate oxidation (D), glucose
utilization (E) and oxidation (F) in response to increasing glucose concentrations or etomoxir
(200 pM) in N46 neurons. Western blot (G), quantitation of Thr172 Phospho-AMPK levels (H)
and palmitate oxidation (I) in N46 neurons treated with glucose + Compound C (CpC, 25 pM) or
AICAR (1 mM). Oleate oxidation (J) in response to glucose in N46 neurons. Results are shown as
means = SEM. N= 3 to 6 independent experiments with each condition performed in duplicate for
intracellular metabolism measurements. N= 3-4 independent experiments for western blot
analyses. Statistical analyses were performed with one-way ANOV A with Bonferroni post-tests
except for oleate oxidation (unpaired Student #-test). *, ** and ***, p < 0.05, 0.01 and 0.001
respectively vs. ImM Glucose. ##, p < 0.01 vs. 15 mM glucose.

Figure 3: Glial Fibrillary Acidic Protein and metabolic enzymes expression profiles in
hypothalamic and cortical astrocytes.

Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) and DAPI immunostaining (A) in cortical (left) and
hypothalamic (right) astrocytes. (B) Enzymes expression was determined by qPCR and mRNA
levels were normalized to 18S levels. Carnitine-palmitoyl transferase 1 (CPT-1), Acetyl-CoA
carboxylase (ACC), Fatty acid synthase (FAS), Malonyl-CoA decarboxylase (MCD), Pyruvate
dehydrogenase 1 (PDH1). Results are shown as means = SEM. N= 5 performed in duplicate.
Statistical analyses were performed with one-way ANOVA with Bonferroni post-tests. *, ** and
ok p <0.05, 0.01 and 0.001 respectively. ###, p <0.001 vs. CPT-1a and 1b.

Figure 4: Glucose decreases palmitate oxidation via AMPK in hypothalamic but not cortical
astrocytes.

Palmitate oxidation (A), glucose utilization (B) and oxidation (C) in response to glucose or
etomoxir (200 uM) in hypothalamic and cortical astrocyte cultures. Western blot (D) and
quantitation of Thr172 P-AMPK and Ser79 P-ACC levels (E) in hypothalamic and cortical
astrocytes. Palmitate oxidation (F) in response to glucose + AICAR (1 mM) in hypothalamic and
cortical astrocytes. Results are shown as means £ SEM. N= 4 to 7 independent experiments with
each condition performed in duplicate for intracellular metabolism measurements. N= 3
independent experiment for western blot analyses. Statistical analyses were performed with one-
way ANOVA with Bonferroni post-tests. *, ** and ***, p <0.05, 0.01 and 0.001 respectively vs.
ImM Glucose.

Figure 5: Glucose inhibits palmitate but not oleate oxidation in hypothalamic slices.
Basal and KCl-stimulated NPY secretion in MBH slices (A). Palmitate oxidation (B) in MBH

slices and peripheral tissues. Palmitate oxidation (C) in MBH and cortical slices £+ etomoxir (200
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uM). Palmitate oxidation in MBH (D) and cortical (E) slices in response to increasing
concentrations of glucose. Glucose utilization (F) in MBH and cortical slices. Western blot (G)
and quantitation of Thr172 Phospho-AMPK levels (H) in response to glucose in MBH and
cortical slices. Oleate oxidation (I) in response to glucose in MBH slices. Palmitate and oleate
oxidation (J) in MBH slices at 1 mM glucose treated or not with Compound C (CpC, 25 pM).
Oleate oxidation (K) in MBH slices at 1 mM glucose + etomoxir (200 uM). Results are shown as
means = SEM. N= 4-5 per condition for western blots, 5-6 per condition for glucose utilization
and 8-14 animals per condition for palmitate and oleate oxidation. Statistical analyses were
performed with one-way ANOV A with Bonferroni post-tests except for oleate oxidation and
quantitation of AMPK phosphorylation (unpaired Student #-test). *, ** and ***, p <0.05, 0.01
and 0.001 respectively vs. 0.5, ImM Glucose or vehicle. $$, p <0.01 vs. MBH.

Figure 6: Glucose regulation of hypothalamic LCFA esterification into neutral lipids.
LCFA esterification into Monoacylglycerol, MAG; diacylglycerol, DAG; triacylglycerol, TAG;
non-esterified fatty acid, NEFA and phospholipids, PL. Esterification of palmitate and/or oleate
in N46 neurons (A), hypothalamic astrocytes (B) and MBH slices (C) in response to glucose.
Results are shown as means = SEM. N= 4 to 6 independent experiments with each condition
performed in duplicate for esterification in cultured cells and N=11 to 14 animals per condition
for esterification in slices. Statistical analyses were performed with one-way ANOVA with
Bonferroni post-tests. * and ***, p <0.05 and 0.001 respectively vs. ImM Glucose. $, $$ and
$$8, p<0.05, 0.01 and 0.001 respectively vs. Palmitate.

Figure 7: Glucose increases the expression of esterification enzymes in N46 neurons.

Gene expression was determined by qPCR in N46 neurons following 24 h exposure to 1 or 15
mM glucose. mRNA levels were normalized to 18S levels. Glycerol-3-phosphate acyltransferase
(GPAT), 1-acylglycerol-3-phosphate acyltransferase (AGPAT) and diacylglycerol acyltransferase
(DGAT). Results presented are means = SEM from 3 separate studies performed in duplicate.
Statistical analyses were performed with unpaired Student #-test. * and ***, p < 0.05 and 0.001
respectively vs. ImM Glucose.
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TABLE 1 Primers used for real-time quantitative PCR

Gene
NPY

AgRP
POMC
Cpt-la
Cpt-1b
Cptl-c
Accl
Acc2
Fasn
Mcd
Gk
Glut2
Pdhal
Pdha2
Dgatl
Dgat2
Gpatl
Gpat2
Agpatl
Agpat?2
Agpat3
Agpat4
Agpat5
Agpat6
Agpat7
Agpat8

Forward
ctecgctctgegacactaca
tgctactgecgcticticaa
aggcctgacacgtggaagat
gaggaccctgaggcatctat
ccggaaaggtatggecactt
tccgatggggcagaagtaga
atgtccgceactgactgtaacc
tctgatgaggaccctagige
gtgatagecggtatgtcggg
agaagatcagegagigtgagg
atcttctgticcacggagagg
ccaggtccaatccctiggtt
accagagaggatigggctcaa
atcagcaacaacctcageaat
ggatctgaggtgccatcgic
catcatcglggigggoaggilg
cggaactgaactggagaagtg
aagactgagcecggceatgttc
gacagagatacagccagecg
tacgccaaggteggtctcta
aggaaaacaccigtccacgg
gtgcettgegagatgtigice
accggggtccagatatiget
ctactacgccatggtgggac
cceggegtactcaaagtict

geggtgtcagaatcatggtg

Reverse
aatcagtgtctcagggergga
ctitgcccaaacaacateea
aggcaccagctccacacat
gaatgctctgegitiatgec
gaagaaaatgcctgtegecc
agtcaticcagacacgccag
tfccatageegacttceatage
acatgctgggcctcatagtag
tagagcccagccttccatct
agtcagagccacatgcagaac
gatgttaaggatctgcecticg
cccaaggaagtccgeaatgt
aggcttcctgaccatcacac
ggtictggatcagtcgtagea
atcagcatcaccacacacca
tgggaaccagatcagctecat
gatgaattgctggtgctectt
gtgacaggaccacacccittt
gctecattctggteacctca
accagctgatgatgctcatgt
actgagaacagccgtccaag
atggggatcctccgaacgta
gcatgtecgeaacaatccag
ggtggcgatctticacctca

ttggecataaagggiggggtc
cggctgctaatccagegata
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FIGURE 7
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Chapitre 11

Nouveau Role d’ACBP (Acyl-CoA Binding Protein)
comme régulateur du métabolisme des acides gras
a longue-chaine dans les astrocytes.
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Mise en contexte

Durant le deuxieme volet de cette thése, on s’est particulierement intéressé au role
de la protéine ACBP dans le métabolisme des acides gras au niveau du systéme

nerveux central.

La réalisation de ce projet a été menée en collaboration avec I'étudiant en these
Khalil Bouyakdan et a impliquée I'utilisation d’'une lignée de souris transgénique
ACBP nulles, que nous avons obtenu en collaboration avec le laboratoire du Dr S.

Mandrup au Danemark (University of Southern Denmark).

Ainsi, I'objectif de la présente étude était de déterminer I'implication d’ACBP dans la
régulation du métabolisme des LCFA dans les régions hypothalamiques et extra-
hypothalamiques et dans les cultures primaires des astrocytes. A cette fin, nous
avons utilisé une combinaison des astrocytes mis en culture et des explants
hypothalamiques provenant de souris ACBP nulles pour mesurer d’abord les
niveaux des LCFA-CoA ainsi que la partition du métabolisme des LCFA entre

'oxydation et I'estérification.

Nos résultats obtenus montrent que la délétion d’ACBP modifie le profil des LCFA-
CoA dans le cerveau, altere 'oxydation et I'estérification de I'oléate mais pas celles
du palmitate dans les astrocytes hypothalamiques et les explants du MBH, suggérant
ainsi que l'effet d’ACBP sur la régulation du métabolisme des LCFA est dépendant

du type de ces derniers.

Ces données établissent un nouveau role d’ACBP dans le cerveau et soutiennent son
implication dans la détection hypothalamique et les effets anorexigenes de 1'oléate,

I’ensemble des résultats sera discuté ultérieurement.
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ABSTRACT

Acyl-CoA Binding Protein (ACBP) is a ubiquitously expressed protein that binds
intracellular acyl-CoA esters with high specificity and affinity. Several studies suggest
that ACBP acts as an acyl-CoA pool former and regulates long-chain fatty acids (LCFA)
metabolism in peripheral tissues. In the brain, ACBP is known as Diazepam Binding
Inhibitor, a secreted peptide acting as an allosteric modulator of the GABA receptor.
However, its role in central LCFA metabolism remains unknown. The aim of this study
was to assess the central expression pattern of ACBP, determine if ACBP regulates
LCFA intracellular metabolism and the expression of genes involved in lipid metabolism
using brain regions, slices and primary astrocytes derived from ACBP-deficient mice.
While ACBP was observed in scattered neurons, its expression was mainly found in
astrocytes with high expression levels in the mediobasal hypothalamus. We show that
ACBP deficiency alters the central LCFA-CoA profile and impairs oleate but not
palmitate oxidation and esterification both in hypothalamic slices ex vivo and astrocyte
cultures. In addition, we found decreased expression of genes involved in fatty acid
synthesis in ACBP deficient astrocytes. Collectively, these findings reveal for the first
time that central ACBP acts as a regulator of LCFA intracellular metabolism in

astrocytes.
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INTRODUCTION

The neural regulation of energy homeostasis mainly relies on the hypothalamus and its
capacity to detect circulating nutritional signals such as glucose and long-chain fatty acids
(LCFA) (Morton et al. 2006). Hypothalamic action of LCFA to modulate glucose homeostasis
and food intake is dependent on LCFA esterification in LCFA-CoA but the metabolic pathways

and cell type(s) involved remain elusive (Lam et al. 2009).

Once transported into the cell, LCFA are esterified in LCFA-CoA and bound to Acyl-CoA
Binding Protein (ACBP), a highly conserved 10 kDa protein (Burton et al. 2005). ACBP is
ubiquitously expressed, with high expression levels in tissues with an active lipid metabolism
such as the liver and adipose tissues (Faergeman et al. 2007), and has a high affinity and
specificity for medium and LCFA-CoAs (Rosendal et al. 1993). In agreement with its
biochemical properties, ACBP deficiency decreases the intracellular LCFA-CoA pool while
ACBP overexpression has the opposite effect in yeast (Knudsen et al. 1994) and mouse (Huang et
al. 2005). In addition, gain- and loss-of-function studies in yeast, C. elegans and mouse have
shown that ACBP is required for LCFA esterification into triglycerides and phospholipids as well
as oxidation (Gaigg et al. 2001, Huang et al. 2005, Elle et a/. 2011). Finally, ACBP null mice
have a delayed metabolic adaptation to weaning and impaired epidermal barrier due to altered
lipid composition in the skin (Neess et al. 2011, Bloksgaard et al. 2012, Neess et al. 2013).
Collectively, these studies support a key role for ACBP in LCFA-CoA pool formation and

metabolism in peripheral tissues.

ACBP is also found throughout the brain with high expression levels in several regions
including the hypothalamus (Malagon ef al. 1993). Interestingly, ACBP is known in
neurosciences as Diazepam Binding Inhibitor (DBI) for its ability to inhibit the binding of
diazepam on the benzodiazepine receptor of the GABA 5 receptor complex (Guidotti et al. 1983).
For this reason, ACBP and its proteolytic peptide products, octadecaneuropeptide (ODN) and

triakontatetraneuropeptide, are termed endozepines.

At the cellular level, ACBP expression has been reported in neurons (Alho ef al. 1985) and
glial cells (Lanfray et al. 2013) and its secretion is induced by several stimuli in cultured
astrocytes (Tokay et al. 2008, Loomis et al. 2010). ACBP and its fragments stimulate
neurosteroids synthesis (Do Rego ef al. 2012) and neurogenesis (Alfonso et al. 2012) by acting as
negative allosteric modulators of the GABA 4 receptor. In addition, central administration of ODN

induces anxiety, proconflict behaviour (Guidotti et al. 1983) and inhibits feeding and body weight
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gain (Lanfray et al. 2013). Together, these studies and others (Christian et al. 2013) suggest that
endozepines act as gliotransmitters modulating neuronal activity by targeting GABA 5 signalling.
Despite this knowledge, whether or not endogenously expressed ACBP regulates LCFA-CoA

levels and metabolic fate in the brain and astrocytes is still unknown.

Importantly, astrocytes are known to be the main cell type metabolizing LCFA in the brain
(reviewed by (Guzman & Blazquez 2001)). In addition, mounting evidences suggest that
hypothalamic astrocytes play a key role in the regulation of energy balance by detecting
circulating metabolic signals (reviewed by (Chowen et al. 2013)) including LCFA (Le Foll ef al.
2014). We recently showed high LCFA oxidative capacity in hypothalamic astrocytes and a
glucose-dependent regulation of LCFA oxidation in hypothalamic but not cortical astrocytes
(Taib et al. 2013). This supports the idea that hypothalamic astrocytes are metabolically equipped
to sense nutrients and that ACBP may play a role in LCFA sensing by regulating their

metabolism in astrocytes.

Thus, the goal of the present study was to determine whether or not ACBP regulates LCFA
metabolism in hypothalamic and non-hypothalamic regions and cultured astrocytes. To this end,
we used a combination of cultured astrocytes and hypothalamic slices derived from ACBP null

mice to measure LCFA-CoA levels and LCFA partitioning between oxidation and esterification.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents

Culture media and serum were from Wisent. Radioactive tracers were from PerkinElmer Life

Sciences, and all other reagents were from Sigma unless otherwise noted.

Animals

ACBP homozygous knockout (KO) mice were kindly donated by Dr Susanne Mandrup (Neess et
al. 2011). Animals were housed on a 12-h light/dark cycle at 21 °C with free access to water and
standard chow diet. All procedures were approved by the Institutional Committee for the
Protection of Animals. ACBP heterozygous knockout (Het) mice were bred to generate ACBP
wild-type (WT), Het and homozygous KO. One-day old pups and mice were genotyped from tail
clippings as described (Bloksgaard et al. 2012).
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Immunohistochemistry

Mice were perfused intracardially with 4% formaldehyde under ketamine/xylazine anesthesia.
The brains were post-fixed in 4% formaldehyde, cryopreserved in 20% sucrose and cut into 14um
serial sections with a cryostat (Leica). Sections were blocked and incubated with primary
antibodies overnight at 4°C followed by incubation for 1 h at room temperature with secondary
antibodies. Sections were mounted and analyzed with a Zeiss fluorescent microscope. Primary
antibodies used were anti-ACBP (1:100, kind gift from Dr Mandrup), anti- glial fibrillary acidic
protein (GFAP, Millipore, Mab360, 1:100) and anti-NeuN (Millipore, Mab377, 1:100).
Secondary antibodies were Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit IgG and Alexa Fluor® 546 Goat
Anti-Mouse IgG (Life Technologies, 1:150).

Astrocyte Cultures and Immunocytochemistry

Cultures of hypothalamic and cortical astrocytes were prepared from 1-day-old ACBP WT, Het
and KO pups as described (Taib et al. 2013). Immunocytochemistry on astrocytes was performed
as previously described (Taib et al. 2013) using the anti-ACBP and anti-GFAP as detailed in the
immuhistochemistry section. Our cultures contain ~90% of GFAP-positive cells (Taib et al.

2013).

Western Blot Analysis

Total protein (25 pg) from ACBP WT, Het and KO mice and cultured astrocytes was resolved on
an acrylamide gel and transferred to a PVDF membrane (Bio-Rad). Blots were performed as
previously described (Taib et al. 2013) using an anti-ACBP (1:1000, Santa-Cruz) or Actin
(1:200000, Sigma) primary antibody.

Brain LCFA-CoA levels

LCFA-CoA analysis was performed by HPLC as previously described (Just et al. 20006).
Hypothalami and cortices were rapidly dissected from male ACBP WT and KO fed mice (5

weeks old) at the onset of the light cycle and immediately frozen.
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Hypothalamic Slices

Hypothalamic slices were generated from ACBP WT and KO mice (4 weeks old) using
modification of a protocol previously used for rat brain slices (Taib et al. 2013). Three 300-pum-
thick sections containing the hypothalamus were cut using a Vibratome while being continuously
immersed in ice-cold cutting solution. The mediobasal hypothalamus (MBH) was dissected on

each section as previously described (Taib et al. 2013).
LCFA Oxidation and Esterification in Astrocytes and Slices

The measurement of LCFA oxidation and esterification in astrocyte cultures and MBH slices was
performed using '*C- and *H-labeled oleate and palmitate tracers as previously described (Taib et
al. 2013). LCFA oxidation was measured in presence of 1 mM glucose in astrocytes and slices
whereas esterification was measured with 10 mM (slices) or 15 mM glucose (astrocytes). The

results were normalized by cell or slice protein content.
Real-time PCR

Total RNA were extracted from cortical astrocytes and reverse-transcribed before real-time PCR
using primers as previously described (Taib et al. 2013). Data were analyzed using the standard

curve method and normalized to cyclophilin expression levels.
Statistics

Data are expressed as the means + SEM. Intergroup comparisons were performed by one-way
ANOVA with Bonferroni post-tests or by Student's ¢ test when comparing two conditions. p <

0.05 was considered significant.

RESULTS AND DISCUSSION
Expression pattern of ACBP

The initial studies of Costa demonstrated that ACBP is expressed in neurons of the rodent brain
(Alho et al. 1985). In contrast, recent studies reported either an exclusive expression in glial cells
and ependymocytes (Lanfray et al. 2013) or expression in both neurons and astrocytes (Christian
& Huguenard 2013). We took advantage of the ACBP null mice to assess the cellular pattern of
ACBP expression in the mediobasal hypothalamus (MBH). First, ACBP expression in the MBH
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is reduced by ~ 50% in ACBP Het and absent in KO mice as expected (Fig 1A). Second, ACBP
protein level is significantly higher in the MBH compared to cortical regions (Fig 1B). Third, at
the cellular level, while ACBP immunofluorescence was observed in scattered neurons of the
MBH (NeuN-positive cells, Fig 1D), most of the signal was detected in GFAP-positive cells in
the MBH, median eminence and tanycytes and ependymocytes lining the 3™ ventricle (Fig 1C).
ACBP immunofluorescence was absent in MBH slices from ACBP KO mice (Fig 1D). In cortical
regions, a similar pattern was observed with ACBP expressed in GFAP-positive cells and
scattered neurons (not shown). Finally, in cultured hypothalamic astrocytes, ACBP was detected
in ~ 90% of GFAP-positive cells (Fig 1C). Thus, while ACBP is expressed in few MBH and
cortical neurons, its expression is mainly localized in astrocytes and ependymocytes in agreement

with previous studies (Christian & Huguenard 2013, Lanfray et al. 2013).
ACBP deficiency alters LCFA-CoA profile and oleate metabolism

Given the role of ACBP as a LCFA-CoA pool former (Faergeman et al. 2007), we
assessed the impact of ACBP deficiency on LCFA-CoA levels in the brain using HPLC. Unlike
what was observed in the liver of ACBP KO mice (Neess 2011), we observed no general decrease
acyl-CoA levels in the cortical and hypothalamic regions of these mice. While palmitoyl- (C16)
and oleyl-CoA (C18:1) levels were similar in WT and KO brain regions, stearoyl-CoA (C18)
level was significantly increased in the cortical and hypothalamic regions of ACBP KO mice (Fig
2A & B). Although surprising, a similar increase in stearoyl-CoA has been observed after
depletion of ACBP in yeast (Gaigg et al. 2001). The present observation could result from a
central compensatory mechanism and/or changes in circulating levels and type of LCFA in ACBP
null mice. Also, we cannot rule out that other acyl-CoA species or total acyl-CoA level is
decreased in ACBP KO brains. Nevertheless, these results show that ACBP deficiency perturbs
LCFA-CoA profile in the brain.

Since LCFA-CoA levels do not necessarily reflect changes in LCFA metabolic fluxes, we
measured oxidation and esterification rates of different type of LCFA, palmic acid (C16) and
oleic acid (C18:1) in hypothalamic slices and cultured astrocytes. These LCFA were chosen
because they are the most abundant circulating LCFA and we previously reported a differential

metabolic fate of palmitate and oleate in the hypothalamus (Taib et al. 2013).

In MBH slices and hypothalamic astrocytes derived from ACBP WT, Het and KO mice,
palmitate oxidation was not affected by the deletion of ACBP (Fig 2C & D). In contrast, oleate
oxidation was significantly decreased by ~ 20% in MBH slices (Fig 2E) and ~50% in cortical and
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hypothalamic astrocytes (Fig 2F). The specific decrease in oleate oxidation is somehow
consistent with previous reports in C. elegans (Elle et al. 2011) in which ACBP-2 KO lead to
decreased oleate and increased palmitate oxidation. The specific alteration of oleate oxidation
observed here could be explained by a lower ACBP affinity for palmitate vs. oleate. In addition,
we previously shown that oleate oxidation is peroxisomal rather than mitochondrial compared to
palmitate in hypothalamic slices (Taib et al. 2013). Thus, ACBP might shuttle oleyl-CoA to the

peroxisome to undergo oxidation.

To determine whether alteration of oleate oxidation translates into changes in
esterification, we measured the incorporation of palmitate and oleate into neutral lipids including
diacylglycerol (DAG), triacylglycerol (TAG), non-esterified FA (NEFA) and phospholipids (PL)
using TLC in MBH slices and astrocyte cultures derived from ACBP WT and KO mice. Palmitate
was mainly esterified into TAG and PL in astrocytes. However, its esterification was not affected
in MBH slices (not shown) and hypothalamic astrocytes derived from ACBP KO animals (Fig
3A). Oleate incorporation into TAG and PL was generally higher compared to palmitate in
astrocytes (Fig 3). In cortical astrocytes, oleate esterification was not affected by ACBP
deficiency (Fig 3B) whereas its esterification into TAG and PL was significantly decreased in
ACBP KO hypothalamic astrocytes. Although the reason for the difference between cortical and
hypothalamic astrocytes is unclear, it is possible that oleate metabolism is more dependent on
ACBP in hypothalamic versus cortical astrocytes. In line with this idea, oleate oxidation was
decreased in hypothalamic ACBP Het astrocytes while it was unaffected in ACBP Het cortical
astrocytes compared to WT cells (Fig 2F). Nonetheless, the decreased oleate esterification in
ACBP-deficient hypothalamic astrocytes is in agreement with previous studies showing that
ACBP downregulation in C. elegans lead to a decreased TAG content (Elle et al. 2011) while its
overexpression increased LCFA esterification into TAG and PL in mouse liver (Huang et al.

2005).
ACBP deficiency alters the expression of genes involved in LCFA synthesis

We assessed the impact of ACBP deficiency on the expression profile of genes involved in LCFA
intracellular binding (Fatty Acid Binding 7; FABP7), synthesis (Acetyl-CoA Carboxylase, ACC;
Fatty Acid Synthase, FAS), desaturation (Stearoyl-CoA Desaturase 1, SCDI1), oxidation
(Carnitine Palmitoyl Transferase-la, CPT-la) and esterification (Glycerol-3-phosphate
acyltransferase, GPAT; diacylglycerol acyltransferase, DGAT) in cortical astrocytes. First, the
expression of CPT-1a, the enzyme responsible of LCFA-CoA mitochondrial transport to undergo
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oxidation, and of TAG biosynthesis, GPAT and DGAT, were not affected by ACBP deficiency
suggesting that the alteration of oleate oxidation and esterification is not related to changes in
gene expression. Second, FABP7, ACC1 and FAS were significantly decreased in KO astrocytes
suggesting that ACBP deficiency may affect the intracellular binding and the synthesis of LCFA.
The latter is in agreement with previous results showing decreased expression of ACC and FAS

in the liver of pre-weaned ACBP nu// mice (Neess et al. 2011).

Altogether, our results show that ACBP deficiency alters the profile of LCFA-CoA in the
brain, impairs LCFA oxidation and esterification in a LCFA type dependent manner both in MBH
slices and astrocyte cultures and may affect LCFA synthesis in astrocytes. The alteration of both
oleate oxidation and esterification in hypothalamic astrocytes suggest that ACBP may play an
important role in this region. Hypothalamic LCFA action to inhibit feeding and hepatic glucose
production mainly relies on their intracellular metabolism (Lam et al. 2009). Importantly, the
effect of LCFA on food intake is dependent on the type of LCFA. Indeed, oleate but not palmitate
has an anorectic action in vivo. The current findings showing that ACBP specifically affect oleate
but not palmitate metabolism in the hypothalamus combined with previous studies highlighting
the contribution of hypothalamic astrocytes in LCFA metabolism (Taib et al. 2013) and sensing
(Le Foll et al. 2014) make it tempting to speculate that ACBP may be involved in central oleate
action on feeding. Further studies using astrocyte-specific ACBP loss of function will be required

to address this hypothesis.

More generally, our findings suggest that ACBP may regulate the metabolism of other
type of FA in the CNS including polyunsaturated FA and very LCFA as recently demonstrated in
the skin (Bloksgaard et al. 2012). If so, ACBP could play an important role in central processes
and functions regulated by these FA including neurogenesis, neuroinflammation, and cognition

(reviewed by (Haast & Kiliaan 2014)).

In summary, our study demonstrates that ACBP, a peptide known so far as an allosteric
modulator of the GABA, receptor in the CNS, acts as a regulator of LCFA intracellular
metabolism in glial cells. These findings open new research avenues related to its involvement in

CNS lipid metabolism and functions.
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FIGURES LEGEND

Figure 1: ACBP expression in the brain and astrocyte cultures. ACBP expression was
determined by Western Blotting (A) and quantified (B) in the MBH and cortex of ACBP WT, Het
and KO mice. Co-localization of ACBP immunofluorescence in GFAP- (C) and NeuN positive
cells (D) on MBH coronal sections from ACBP WT and KO mice. (E) ACBP and GFAP
immunofluorescence in WT (top) and KO (bottom) astrocyte cultures. ME, median eminence;

3V, third ventricle. Results are means £ SEM. N=4. *** p < (.001.

Figure 2: ACBP deficiency alters LCFA-CoA levels and impairs oleate oxidation. LCFA-
CoA levels in (A) cortex and (B) hypothalamus of WT and KO mice. Palmitate (C, D) and Oleate
(E, F) oxidation rates in WT, Het and KO MBH slices (D, E) and primary astrocyte cultures (D,
F). Results are means £ SEM. N=4-9 for LCFA-CoA levels, N=8-10 for palmitate oxidation and
N=10-12 for oleate oxidation. * p <0.05, *** p <0.001.

Figure 3: ACBP deficiency alters oleate but not palmitate esterification in hypothalamic
astrocytes. (A) Palmitate esterification in hypothalamic astrocytes and (B) oleate esterification
into DAG, TAG, NEFA and PL in astrocytes derived from WT and KO mice. N=5-10 for
palmitate and N=7-10 for oleate esterification. * p <0.05 vs. WT and $$ p < 0.01 vs. WT cortical

astrocytes.

Figure 4: ACBP deficiency alters the expression profile of genes involved in LCFA
metabolism. Gene expression was determined by qPCR in cortical astrocytes. mRNA levels

were normalized to cyclophilin levels. Results are means + SEM with N =6 to 15. * p <0.05.
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Au niveau périphérique, la production d’énergie cellulaire nécessite un
approvisionnement en nutriments incluant le glucose, les acides gras ainsi que les
acides aminés. Par ailleurs, ces nutriments constituent aussi des signaux impliqués
dans le contréle de I'homéostasie énergétique via différents mécanismes de

détection au niveau des tissus et organes périphériques.

Au niveau central, pendant longtemps, seul le glucose était considéré comme
principal carburant, succédé par les corps cétoniques en période de déficit
énergétique tel que le jeline (Morris 2005). Ainsi, le role des acides gras est resté
restreint a leur fonction en tant que simples molécules de structure (Haast and
Kiliaan 2014). Depuis, différents travaux ont permis de mettre en évidence des
multiples effets potentiels des acides gras dans différentes fonctions cérébrales

(Hussain, Schmitt et al. 2013).

Dans ce contexte, plusieurs études se sont intéressées au role des acides gras
insaturés, incluant les MUFA et les PUFA, constituants majeurs des huiles végétales
présentes dans l'alimentation quotidienne (Arsenault, Julien et al. 2012). Ainsi, il a
été montré que des régimes alimentaires enrichis en n-3 PUFA a des stades
périnataux chez des femelles gestantes sont essentiels pour le développement du
systéeme glutamatergique ainsi qu'un comportement normal chez la progéniture
adulte (Coluccia, Borracci et al. 2009). Une supplémentation de la diete avec des
PUFA au stade gestationnel et jusqu'a 90 jours apreés la naissance, améliore
respectivement les fonctions de mémaoire et la coordination des mouvements a l'age
adulte (Moreira, Knorr et al. 2010). Globalement, de nombreux effets positifs des n-
3 PUFA ont été notés, notamment du DHA, pouvant contribuer a améliorer la
transmission synaptique, l'apprentissage spatial, et la mémoire (Connor, Tenorio et
al. 2012). En revanche, dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, il a été montré, in
vitro, que les acides gras saturés tels que l'acide palmitique et I'acide stéarique, en
comparaison avec les MUFA et les n3-PUFA, déclenchent une formation plus élevée
du peptide Béta-Amyloid (Af3) (Amtul, Uhrig et al. 2011). Des souris soumises a un

régime enrichi en n-3PUFA, principalement en DHA, ont affiché une réduction
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importante de l'accumulation des taux du peptide Af3 ainsi que des plaques

amyloides dans leurs cerveaux (Amtul, Uhrig et al. 2011).

Par ailleurs, les acides gras semblent aussi agir au niveau central comme
antidépresseurs et anticonvulsivants, et conférent une protection contre les lésions
traumatiques (Hussain, Schmitt et al. 2013). Au niveau cellulaire, les acides gras
stimulent I'activité neuronale, la synaptogenese, ainsi que la neurogenese (Hussain,

Schmitt et al. 2013).

Globalement, il est admis qu’'un exces des acides gras saturés, et dans une certaine
mesure, les n-6PUFA auraient des conséquences négatives alors que les MUFA et les
n-3PUFA exercent plutét des effets bénéfiques. Il importe de noter que bien que les
concentrations cérébrales des MUFA et des PUFA refletent leur apport nutritionnel,
ces deux acides gras ne semblent pas s’accumuler de la méme maniére au niveau du
cerveau (Arsenault, Julien et al. 2012). En effet, en comparaison avec les PUFA, une
forte consommation des MUFA, augmente leur concentration cérébrale de

seulement 2 % (Arsenault, Julien et al. 2012).

Finalement, depuis les premiers travaux d’Oomura (Oomura, Nakamura et al. 1975),
de multiples études suggéraient le role central des acides gras et leur métabolites
dans les régions du cerveau impliquées dans la régulation de I'équilibre énergétique,
incluant le tronc cérébral et I'hypothalamus (Blouet and Schwartz 2010, Migrenne,

Le Foll etal. 2011).

L’ensemble des travaux menés dans le cadre de cette theése vient donc consolider
I’hypothese du role du métabolisme des acides gras au niveau central dans le
controle de l'homéostasie énergétique. Ils s’articulent autour de deux volets

principaux :

La premiére étude visait d’abord a établir au sein de 'hypothalamus médio-basal
'existence d’une régulation du métabolisme des acides gras, incluant le palmitate,
comme acide gras saturé et l'oléate en tant qu’acide gras mono-insaturé, par le

glucose. Puis de tester si cette régulation existe dans les deux principaux types
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cellulaires, les neurones et les astrocytes, et si elle implique des mécanismes AMPK
dépendants. Nos résultats ont permis de mettre en évidence l'existence d'un
couplage entre le métabolisme du glucose et des acides gras au niveau central. Ce
couplage est a la fois dépendant du type d’acides gras, saturé versus insaturé, du
type des cellules cérébrales, neurones versus astrocytes, et finalement de la région

cérébrale, MBH versus cortex.

Par la suite, nous nous sommes intéressés a déterminer les mécanismes
intracellulaires impliqués dans le métabolisme des acyl CoAs, plus particulierement
le role de la protéine de liaison ACBP dans le métabolisme central des acides gras.
Les résultats obtenus nous ont permis de conclure, notamment, que I'oxydation de
'oléate et non du palmitate est dépendante de la protéine ACBP dans les astrocytes
hypothalamiques ainsi que les explants du MBH. De la méme fagon, I'estérification
de l'oléate et non du palmitate diminue dans les astrocytes des souris nulles pour
ACBP. Ainsi l'ensemble de nos résultats démontrent que la régulation du
métabolisme des acides gras par ACBP est a son tour dépendante du type d’acides

gras.
Choix et développement des approches expérimentales

Tel qu’il a été expliqué auparavant, les lignées neuronales murines GT1-7 et N46
utilisées dans notre premiere étude se caractérisent respectivement par la
sécrétion des neuropeptides AGRP et NPY.

Notre choix d’utiliser ces deux lignées cellulaires pour étudier le métabolisme
intracellulaire des acides gras et du glucose était fondé sur des études préalables
démontrant les capacités de ces deux lignées neuronales a détecter le glucose (Beall,
Hamilton et al. 2012) (Madadi, Dalvi et al. 2008).

En complément de notre modele cellulaire, une mesure directe de I'oxydation des
acides gras, in vivo, aurait constitué une meilleure approche pour complémenter
nos résultats obtenus in vitro et ex vivo. Dans ce contexte, plusieurs études ont été
réalisées antérieurement visant a quantifier le métabolisme cérébral des acides gras

in vivo, entre autre, on note les études utilisant le marquage au carbone 13C suivit de
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spectrométrie de masse (Menard, Goodman et al. 1998, Cunnane, Nadeau et al.
2001). L'utilisation de 'acétate 13C comme précurseur spécifique du métabolisme
glial a permis de fournir des données importantes sur l'interrelation entre les
neurones et les cellules gliales (Morris and Bachelard 2003) .

L'inconvénient de l'utilisation du carbone 13C in vivo est que le signal 13C est
intrinsequement faible. De plus, la forte concentration de carbone dans les
triglycérides du tissu adipeux, généralement masque le signal plus faible des
phospholipides présents dans certains tissus, tels que le cerveau. Les auteurs
mentionnaient aussi la difficulté d'obtenir des données cohérentes entre les
animaux (Cunnane, Nadeau et al. 2001).

Par ailleurs, des mesures d’oxydation du palmitate dans des régions
hypothalamiques de cerveau de rats, en utilisant du palmitate 14C, ont été réalisées
ex vivo par Martin et al (Beverly and Martin 1991), on note aussi les travaux de
Rapoport et al mesurant le flux du palmitate par autoradiographie quantitative en
suivant I'incorporation du palmitate 14C dans différentes régions cérébrales de rats
éveillés suite a l'injection iv du palmitatel4C. (Kimes, Sweeney et al. 1983, Miller,
Gnaedinger et al. 1987).

Dans le cas de notre étude, un des avantages les plus importants d’utiliser cette
meéthode aurait été de mesurer le métabolisme central des acides gras en tenant
compte de la BHE, car cette derniére constitue une interface incontournable in vivo.
Cependant, le palmitate 14C n’aurait pas représenté l'outil idéal pour mesurer
I'incorporation du palmitate en phospholipides, notamment a cause de la présence
de certains métabolites radioactifs générés par le palmitate et qui ne sont pas
volatils tels que le glutamate et 'aspartate, engendrant ainsi un signal radioactif non
spécifique (Rapoport 2001). Ceci aurait biaisé, sans doute, nos mesures
d’estérification du palmitate en phospholipides. De plus, cette méthode n’aurait pas
permis de mesurer les différentes espéces lipidiques générées suite a I'estérification
des acides gras. D’autre part, les études in vivo et jusqu’a date ne permettent pas
d’évaluer séparément le métabolisme neuronal et astrocytaire.

Ainsi, dans I'optique de nous rapprocher le plus possible des conditions in vivo. ]'ai

développé et adapté dans le laboratoire le modele ex vivo des explants
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hypothalamiques cérébraux, inspiré principalement du modele adapté par les
études d’électrophysiologie, en utilisant des coupes cérébrales maintenues en
survie. Apres l'obtention de coupes coronales de cerveaux de rats males Wistar
fraichement prélevés, une microdissection est réalisée plus spécifiquement de la
région du MBH (englobant ’ARC et le VMH) ainsi que celle du cortex.

Il importe de noter que le développement de ce protocole s’est révélé beaucoup plus
compliqué et plus long que ce qui a été prévu. La difficulté pour mettre au point un
protocole fiable, résidait dans les complications relatives a I'oxygénation de petit
volume du milieu d’incubation contenant de I'albumine nécessaire a la complexation
des acides gras. Nous avons donc dii passer a travers trois différentes étapes.

Notre premier protocole consistait a incuber les explants a 37°C de la méme fagon
que pour les cellules en culture, en s’assurant qu’il y a bien un échange d’oxygene
entre le milieu d'incubation et l'air circulant dans l'incubateur. D’une fagon
surprenante, les données obtenues étaient inverses a celles observées in vitro et
montraient une augmentation des niveaux d’oxydation du palmitate en réponse a
I'augmentation des concentrations de glucose (10mM) (résultats non montrés).
Résultats que nous avons pensés initialement dus a la diversité des types cellulaires
constituants le tissu des explants, comparativement aux neurones et aux astrocytes.
L’étude de la phosphorylation de 'AMPK en réponse au glucose dans nos explants, a
montré une augmentation de cette derniere. Ces résultats étaient en désaccord avec
des études antérieures décrivant I'effet du glucose sur la phosphorylation de ’AMPK
(Minokoshi, Alquier et al. 2004) (Kim and Lee 2005). De plus, I'’étude par Western
blot de la protéine glycogene synthétase kinase-3 (GSK3), impliquée dans le
meétabolisme du glycogéne, et dont l'activité est inhibée par phosphorylation,
montre une augmentation de la phosphorylation de cette derniere en présence de
forte concentration de glucose (résultats non montrés). Ces résultats confirment des
études précédentes démontrant que l'augmentation de la phosphorylation de
I’AMPK pourrait étre induite par un état d’hypoxie dans les cellules (Wu, Viana et al.
2012). Ces données indiquaient ainsi que nos conditions d’oxygénation n’étaient pas
optimales. Plus encore, cela suggérait qu'en présence d’hypoxie, 'activité de la

protéine GSK3 est inhibée, induisant ainsi une perturbation dans ses fonctions
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meétaboliques et potentiellement ses fonctions dans la plasticité neuronale ainsi que
la survie cellulaire (Grimes and Jope 2001). Toutefois, il est important de
mentionner que dans ces conditions expérimentales, les études de sécrétion de NPY
dans les explants en réponse au KCI, ont permis de montrer que nos coupes étaient
viables.

Nous avons donc mis les explants en agitation pendant leur incubation afin de
permettre un meilleur échange d’oxygene entre le milieu d’'incubation et l'air
circulant. Les résultats de mesure d’oxydation du palmitate montraient que
'agitation du milieu, prévenait 'augmentation de la phosphorylation de 'AMPK en
réponse au glucose, suggérant ainsi une amélioration des conditions d’incubation
des explants. Toutefois, nous n’avons pas observé de changement dans le niveau de
phosphorylation entre les conditions de faibles et fortes concentrations de glucose,
ce qui indiquait que nous n'étions pas encore en présence de parfaites conditions.
Finalement, nous avons mis au point la technique d’oxygénation du milieu
d’incubation par bullage a I'aide du mélange d’02/CO2. Une adaptation du débit du
bullage était nécessaire a la fois pour pouvoir apporter une quantité d’oxygene
suffisante, d'un c6té pour garder les explants en bon état, et d’autre coté, pour éviter
la formation de bulles dues a la présence d’albumine dans le milieu d’incubation.
Des lors que la fiabilité de notre technique a été validée, nous avons initié une
nouvelle série d'expériences pour mesurer l'oxydation et 'estérification des acides
gras, ainsi que l'utilisation et I'oxydation du glucose ex vivo dans les explants du
MBH. Par ailleurs, afin de démontrer la spécificité des résultats obtenus dans la
région du MBH, nous avons jugé primordial de comparer ces résultats a une autre
région non impliquée dans la détection des acides gras, en I'occurrence, le cortex.
Afin de pouvoir émettre une conclusion solide de nos résultats, nous avons utilisé
des méthodes gold standards via des traceurs radioactifs reflétant ainsi une mesure

directe du métabolisme intracellulaire des acides gras au niveau cérébral.
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Intégration des résultats dans le contexte de la littérature

Etudel

Couplage métabolique entre les acides gras et le glucose dans le MBH via
I'AMPK.

Grace a nos modeles complémentaires, d'une part in vitro dans les neurones et les
astrocytes en culture, et d’autre part ex vivo dans les explants cérébraux, nous avons
mis en évidence la forte capacité oxydative du MBH pour les LCFA. Par ailleurs,
nous avons démontré pour la premiére fois que le métabolisme du glucose et celui
des acides gras sont couplés via des mécanismes AMPK dépendants. L’absence de
'effet du glucose sur la phosphorylation de I’ AMPK au niveau cortical, observée
dans nos résultats, a la fois in vitro et ex vivo, est en parfait accord avec des études
antérieures, démontrant que l'activité de '’AMPK était insensible aux changements
des concentrations du glucose, a I'hypoglycémie, ou encore a la neuroglucopénie
dans les aires corticaux (Minokoshi, Alquier et al. 2004, Han, Namkoong et al. 2005,
Alquier, Kawashima et al. 2007). Finalement le couplage entre le métabolisme du
glucose et des acides gras s’est révélé spécifique a la région du MBH incluant les
deux acteurs cellulaires majeurs du métabolisme dans le cerveau, les neurones et les

astrocytes.

Les acides gras importés dans les cellules au niveau périphérique, proviennent soit
de la circulation, soit, ils sont synthétisés de novo a partir d'acétyl-CoA. Les acyl-
CoAs générés a partir des acides gras via I'enzyme ACS, vont par la suite étre
acheminés soit vers I'oxydation mitochondriale pour la production d'énergie ou vers
la synthése des glycérolipides, qui a leur tour serviront soit au stockage de 1'énergie
ou a la fabrication de la membrane (Mashek, Li et al. 2007). La régulation de cette
partition est d’'une importance majeure, et est critique pour le fonctionnement des
cellules et doit de ce fait, étre finement régulée.

Cependant, au niveau central et a ce jour, nous ne savions pas quel était le devenir
meétabolique des acides gras et sa régulation par d'autres nutriments. Nous avons

donc démontré pour la premiere fois au niveau central que l'estérification du
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palmitate et non celle de I'oléate augmente en réponse au glucose dans les neurones
en culture et les explants hypothalamiques. En revanche, dans les astrocytes
hypothalamiques, malgré la tendance a la hausse de l'estérification du palmitate en
DAG en réponse au glucose (p=0.07), les niveaux des MAG, TAG et des PL ne sont
pas affectés. L’étude du profil d’expression génique des enzymes impliquées dans
I'estérification des acides gras incluant les GPATs (glycerol-3-phosphate
acyltransferase), les AGPATs (Acylglycerol-3-phosphate acyltransferase), et les
DGATs (Diacylglycerol acyltransferase), montre que ces derniéres sont bien
exprimées dans les astrocytes. Ceci indique que la perte d’effet du glucose sur
'estérification en DAG et en TAG dans les astrocytes n’est pas liée a une différence
dans l'expression des enzymes.

Ces données suggerent donc que la partition du métabolisme des LCFA entre
I'oxydation et l'estérification, induite par le glucose au niveau central est
dépendante du type de LCFA, ainsi que du type cellulaire. Les résultats obtenus dans
nos explants suggeérent que I'oxydation du palmitate est mitochondriale alors que
celle de l'oléate est plutdt peroxisomale. De plus amples études seront nécessaires
afin d’aboutir a une meilleure compréhension de comment s’effectue la régulation
du métabolisme de chaque type de LCFA au niveau de I'hypothalamus. Cependant,
I'importance de nos données réside particulierement dans le contexte d'une prise
alimentaire riche en matiere grasse a long terme, qui se traduirait par une
hyperlipidémie chronique, pouvant étre associée a une hyperglycémie. Ces
modifications pathologiques au niveau périphérique peuvent conduire au niveau
central a une accumulation des lipides et affecter ainsi la sensibilité a I'insuline.
Cette hypothese est supportée par des études récentes montrant qu’un régime riche
en gras augmente le contenu hypothalamique en DAG et TAG chez la souris (Borg,

Omran et al. 2012).

Ainsi, I'ensemble des résultats obtenus démontrent pour la premiéere fois l'existence
d’'un couplage métabolique entre le métabolisme du glucose et des acides gras

impliquant la voie AMPK. Ce couplage subit une régulation tres étroite dépendante a
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la fois de la région cérébrale, du type cellulaire et finalement a plus petite échelle du

type de l'acide gras lui-méme.
Métabolisme des acides gras dans les astrocytes

Depuis une trentaine d’années maintenant, les astrocytes ont suscité l'intérét des
neurobiologistes notamment grace a leurs caractéristiques particulieres discutées
antérieurement, leur permettant ainsi d’assurer le soutien métabolique nécessaire
aux neurones. Les astrocytes étaient notamment reconnus comme étant le type
cellulaire majoritairement capable d'oxyder les acides gras tels que l'octanoate
(Auestad, Korsak et al. 1991) (Edmond 1992). Ainsi, de plus en plus d’études
suggerent le role des astrocytes dans le contréle hypothalamique de 'homéostasie
énergétique (Yi, Habegger et al. 2011) (Prebil, Jensen et al. 2011). Nos données
obtenues dans les astrocytes sont en accord avec cette idée. En effet, nous avons
démontré la présence de forte expression des enzymes clés du métabolisme des
LCFA dans les cultures des astrocytes primaires, a savoir CPT-1, ACC, MCD et FAS.
D’autre part, a l'instar des neurones, le métabolisme des acides gras était aussi
régulé par le glucose dans les astrocytes hypothalamiques, impliquant la voie de
signalisation AMPK, mais pas dans les astrocytes corticaux. Notons que des études
antérieures ont montré que ’AMPK joue un role important dans la régulation de la
production des corps cétoniques par les astrocytes (Blazquez, Woods et al. 1999).
Plus encore, récemment, il a été montré qu'un régime riche en gras, provoque une
augmentation rapide de la production locale des corps cétoniques par les
astrocytes. Etant donné que les corps cétoniques affectent les mécanismes de
détection des nutriments par les neurones, ceci suggere que les astrocytes jouent
un role essentiel dans la modulation du mécanismes de détection des acides gras
par les neurones (Le Foll, Dunn-Meynell et al. 2014). Finalement 'effet inhibiteur
du glucose a la fois sur la phosphorylation de 'AMPK et sur I'oxydation du palmitate

dans les astrocytes hypothalamiques est inexistant dans les astrocytes corticaux.

L’ensemble des résultats obtenus ici renforce donc le réle oxydatif des astrocytes, qui a

été pendant longtemps sous-estimé en faveur de leur réle glycolytique.

141



Discussion générale

Est-ce que le métabolisme des acides gras est impliqué dans Il'interrelation

neurones-astrocytes?

Jusqu’a maintenant, le couplage métabolique entre les neurones et les astrocytes
était restrictif a la navette comprenant le glucose, le lactate et le glutamate.
Cependant, a I'issue de nos résultats, la possibilité de I'existence d’'un autre aspect
du couplage métabolique entre les deux types cellulaires, impliquant les acides gras
et/ ou leurs métabolites pourrait étre envisageable. Cette idée est consolidée par
des études antérieures montrant que des astrocytes cultivés in vitro, avaient la
capacité d’allonger et désaturer des précurseurs des acides gras polyinsaturés a
chalne longue pour produire l'acide arachidonique et l'acide docosahexaénoique.
En revanche, les neurones étaient incapables de produire ces acides gras. Mis en co-
culture avec les astrocytes, les neurones ont accumulé les acides gras polyinsaturés
a longue chalne, synthétisés par les cellules gliales (Moore 2001). Ces résultats
indiquent que les astrocytes sont impliqués dans la production des acides gras

polyinsaturés, ainsi que dans leur transport vers les neurones.

Des études supplémentaires sont nécessaires afin de mieux comprendre comment le
métabolisme central des acides gras pourrait participer a l'interrelation existante
entre les neurones et les astrocytes, ainsi que son réle dans le contréle de ’homéostasie

énergétique.
Effets des acides gras non dépendants de leur métabolisme

Malgré toutes les évidences discutées suggérant 'implication du métabolisme des
acides gras dans leurs effets centraux, d’autres études revendiquent un effet
indépendant du métabolisme des acides gras. En effet, des études récentes
indiquent qu’un régime riche en gras, entraine une accumulation des lipides dans les
astrocytes hypothalamiques, accompagnée d'une activation de ces derniers.
(Horvath, Sarman et al. 2010, Thaler, Yi et al. 2012). Cependant, les mécanismes
impliqués dans l'induction de 'astrogliose par les acides gras saturés sont encore
inconnus. Dans ce contexte, il a été démontré in vitro que les acides gras saturés et

insaturés induisent la sécrétion de marqueurs d’inflammation tels que TNF-a et IL-
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6, et que cet effet impliquait des voies indépendantes du métabolisme des acides
gras, telles que les récepteurs TLR (Toll-like receptors) (Gupta, Knight et al. 2012).
Toutefois, ces études ont été réalisées principalement in vitro sur des astrocytes du
cortex, région non impliquée dans la régulation de ’homéostasie énergétique. De
plus, nos résultats démontrent que la régulation du métabolisme des acides gras est
dépendante des régions cérébrales, on ne peut donc exclure 'idée que ces résultats
ne refléteraient pas les mécanismes qui pourraient se produire au sein des

astrocytes du MBH.

Dans le méme ordre d’idée, il a été démontré dans des neurones dissociés du VMN
que l'inhibition de CPT-1, de la formation des ROS, d’ACS, ou de 'activité des canaux
K atp n’affecte pas plus de 20% de l'effet excitateur ou ~ 40% de |'effet inhibiteur de
l'acide oléique sur ces neurones (Le Foll, Irani et al. 2009). De plus, l'altération de la
fonction de FAT/CD36, réduit les effets de l'acide oléique sur l'activité de ces
neurones seulement d’environ 45%, suggérant que l'acide oléique pourrait exercer
ses effets via des voies indépendantes de son métabolisme. Ainsi, FAT/CD36
jouerait plus une fonction de récepteur que celle de transporteur (Le Foll, Irani et al.
2009). Toutefois, notons que ces études ont été réalisées sur des neurones dissociés,
en présence de concentrations d’acide oléique de 'ordre du nanoM, alors que des
concentrations en microM sont habituellement requises pour pouvoir moduler
'activité neuronale dans les explants cérébraux (Jo, Su et al. 2009). De plus, les
acides gras utilisés dans cette étude n’étaient pas complexés a 'albumine (Le Foll,
[rani et al. 2009), ce qui n’est pas représentant, a notre point de vue, des conditions
physiologiques dans lesquelles les acides gras se trouvent. Ceci suggere une fois de
plus que les astrocytes peuvent étre impliqués dans le mécanisme de détection des
acides gras par les neurones. Afin de vérifier cette hypothese, un traitement de
neurones en co-culture avec les astrocytes pourrait nous renseigner d’une part, sur
le taux d’acides gras requis pour moduler 'activité neuronale et d’autre part, sur le
niveau d'implication des astrocytes dans les mécanismes de détection des acides

gras par les neurones.
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Finalement, les acides gras peuvent exercer leurs effets en tant que molécules de
signalisation, en se liant d'une maniére covalente a des protéines de signalisation. Il
a été démontré notamment, que le récepteur des acides gras insaturés, GPR120 est
exprimé dans l'hypothalamus, et est activé en réponse a une administration
hypothalamique aigué des acides gras w3 et w9 (Cintra, Ropelle et al. 2012). En
effet, le récepteur GPR120, est membre de la famille des récepteurs couplés a la
protéine G, identifié récemment comme étant un médiateur des actions anti-
inflammatoires et insulino-sensibilisatrices d'acides gras w3 dans les monocytes

(Oh, Talukdar et al. 2010).

Par ailleurs, l'insertion des acides gras dans les membranes cellulaires facilite les
interactions protéine-protéine, et permet a la bicouche lipidique de servir comme
une attache permettant l'organisation de complexes de signalisation liés a la
membrane. Notamment, la palmitoylation facilite la liaison de certaines protéines a
la membrane plasmique, qui autrement, resteraient dans le compartiment
cytosolique (Resh 1999). Ainsi, le palmitate pourrait moduler la palmitoylation et
donc I'ancrage membranaire de plusieurs protéines impliquées dans la signalisation
et I'activité neuronale. De plus, I'exocytose vésiculaire implique l'interaction d'une
famille de protéines appelées les SNARE (soluble N-éthylmaléimide récepteur de
protéine protéine-fusion attachement sensible) présentes sur les membranes des
vésicules et sur la membrane plasmique. Parmi les SNARE les plus importantes
présentes sur les membranes vésiculaires, on trouve les synaptobrévine-2 (VAMP2)
(Parpura and Mohideen 2008), tandis que les SNAP23/25 (protéine Synaptosomal
associés 23/25) et syntaxine 1 sont plutot associées a la membrane plasmique.
Toute exocytose de ces protéines semble étre palmitoylée (Parpura and Mohideen

2008) (Sen and Snyder 2010).

Ainsi, I'ensemble des études discutées suggerent fortement que les acides gras exercent
leurs effets au niveau central via leurs métabolismes mais également via des
mécanismes indépendants impliquant des récepteurs et/ou transporteurs
membranaires. Cependant, les mécanismes sous-jacents a [limplication directe ou

indirecte du métabolisme des acides gras dans le contréle de la balance énergétique,
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ne sont pas totalement compris, et représentent ainsi des pistes intéressantes a

explorer pour des études ultérieures.

Tout ceci donc nous conduit a notre seconde étude dans laquelle nous nous sommes
focalisés sur la protéine ACBP, afin de déterminer son implication dans le
métabolisme intracellulaire des acides gras et son rdle potentiel dans les effets

centraux de ces derniers sur la balance énergétique.
Etude 2
Implication d’ACBP dans le métabolisme des acides gras dans le cerveau

Il est bien admis qu'une augmentation dans le MBH, des taux des acyl-CoAs
intracellulaires issus des acides gras, réduit la prise alimentaire (Obici, Feng et al.
2002). Néanmoins, inversement au glucose, les mécanismes impliqués dans la
détection et le métabolisme des acyl-CoAs au niveau cérébral ne sont pas bien
élucidés. La deuxiéme partie de ma theése, s ‘est donc intéressée a cet aspect encore
mal compris dans le cerveau a la fois dans les astrocytes et les explants du MBH.
Nous nous sommes particulierement intéressés a la protéine ACBP, considérée au
niveau périphérique comme étant essentielle pour protéger les acyl-CoAs de
I'hydrolyse, ainsi que leur partition entre l'oxydation mitochondriale et
'estérification en lipides complexes (Faergeman and Knudsen 1997). Cependant, le
role d’ACBP dans le métabolisme des acides gras au niveau central était jusqu’ a

aujourd’hui encore inconnu.

La réalisation de ce projet a impliqué, a son tour, une combinaison de techniques in
vitro et ex vivo, en utilisant une lignée de souris transgéniques invalidées pour le

géne ACBP (ABCP nulles).

L’ensemble des résultats obtenus nous a permis d’établir pour la premiere fois
d’'une part, via le marquage d‘immunohistochimie in vivo, une expression
préférentielle d’ACBP dans les astrocytes hypothalamiques, et d’autre part, son
implication dans le métabolisme des acides gras incluant leur oxydation et

estérification. Son effet semble dépendre du type de LCFA.
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Tout d’abord, nous avons mesuré les niveaux basaux des acyl-CoAs générés a partir
du palmitate et de 1 ‘oléate au niveau de I'’hypothalamus et du cortex. Les résultats
montrent que contrairement a ce qui a été observé au niveau du foie des souris
ACBP nulles (Neess, Bloksgaard et al. 2011), nous n’avons pas observé de
diminution générale dans les niveaux d’acyl-CoA dans les régions corticales et
hypothalamiques de ces souris. De plus, les niveaux de palmitoyl et d’oléoyl-CoA
étaient similaires entre les cerveaux des souris WT et les souris ACBP nulles. Par
contre, d’'une maniere surprenante, le niveau de stéaroyl-CoA (C18) a été
significativement élevé dans les régions corticales et hypothalamiques de souris
ACBP nulles. Ces résultats inattendus sont, néanmoins en accord avec des résultats
antérieurs similaires observés chez un modele de levure dont ACBP a été délété

(Gaigg, Neergaard et al. 2001).

Une explication possible a cette augmentation, serait que la délétion d’ACBP
induirait une mise en place d’'un mécanisme central compensatoire se traduisant par
des changements dans les taux et le type des LCFAs circulants. Afin de mieux
caractériser ces changements, une mesure des niveaux des autres espéces des acyl-
CoAs, serait nécessaire dans le cerveau des souris ACBP nulles. Toutefois, ces
résultats démontrent que la délétion d’ACBP engendre une perturbation dans le

profil des LCFA-CoAs circulants au niveau central.

D’autre part, la délétion d’ACBP entraine une réduction du taux basal d'oxydation
dans les explants de MBH et les cultures primaires d’astrocytes a la fois au niveau
hypothalamique et cortical, ceci en absence de modification des niveaux des LC-
CoAs chez les souris ACBP nulles. Cette réduction semble étre spécifique a 1'oléate
puisque l'oxydation et l'estérification du palmitate sont inchangées. ACBP exhibe
ainsi des effets différentiels sur le métabolisme du palmitate et celui de I'oléate.
Toujours chez les souris ACBP nulles, la mesure des niveaux d’estérification montre
une diminution de 'estérification de I'oléate en TAG, et PL spécifiquement dans les
astrocytes hypothalamiques. Ces résultats sont en accord avec des études
antérieures montrant qu'une diminution de I'expression d’ACBP chez un modele de

C. elegans, conduit a son tour a une diminution des taux des TAG (Elle, Simonsen et
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al. 2011). En revanche, ACBP ne semble pas avoir d’effet sur I'estérification du
palmitate dans les cultures primaires d’astrocytes. Ainsi, nous avons pu conclure
qu’ACBP est spécifiquement requise pour le métabolisme de I'oléate mais pas pour
celui du palmitate, in vitro dans les cultures primaires astrocytaires, et ex vivo dans

les explants hypothalamiques.

L’ensemble des résultats obtenus suggere que l'effet anorexigene de 'oléate décrits
précédemment (Obici, Feng et al. 2002) (Schwinkendorf, Tsatsos et al. 2011),
pourrait étre dépendant d’ACBP. Des données éléctrophysiologiques obtenues par
le laboratoire de Dr Xavier Fiaromonti, notre collaborateur en France, sont en
accord avec cette idée. En effet, 'enregistrement dans les neurones POMC suite a un
traitement avec ODN induit une diminution des IPSC (inhibitory postsynaptic
current) dans ces neurones, suggérant ainsi qu'une partie des effets d'ODN est
dépendante du GABA (données non montrées). Ainsi nous pouvons spéculer que la
modulation des taux des acyl-CoAs et de leur métabolisme par ACBP, pourrait
constituer un signal modulant la sécrétion d'ACBP et/ou d’ODN, qui en retour,
exercerait un effet anorexigene en activant les neurones POMC. Afin de tester cette
hypothése nous sommes en train d’étudier au laboratoire la sécrétion d'ACBP ainsi
que la détection hypothalamique des acides gras en utilisant un modele de souris
nulles pour ACBP spécialement dans les astrocytes (GFAP-ACBP KO). D’autre part, il
a été montré que l'injection ICV d'ODN, induit a la fois chez le rat et la souris, un
effet anorexigene de longue durée qui n'est pas médié par des récepteurs de

benzodiazépine (de Mateos-Verchere, Leprince et al. 2001).

A partir de 1a, on pourra suggérer que les effets centraux différentiels des acides
gras sur la prise alimentaire, pourraient étre dépendants d’ACBP, et qu’'une
perturbation de l'expression ou l'activité d’ACBP entrainerait un défaut dans
I'oxydation hypothalamique de 1'oléate, et par conséquent, l'altération du

mécanisme par lequel I'oléate inhibe la prise alimentaire.

Ainsi, nos données établissent un nouveau réle d’ACBP dans le cerveau et soutiennent

son implication dans la détection hypothalamique et les effets anorexigenes de l'oléate.
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Afin de mieux comprendre comment la détection et le transport des acides gras sont
réalisés au sein des neurones et des astrocytes, d’autres cibles peuvent aussi faire
I'objet de prochaines études, notamment, le récepteur couplé a la protéine G
GPR120. En effet, l'injection ICV d’acides gras polyinsaturés chez des rats obeses,
semble impliquer l'activation des récepteurs GPR120 au niveau central, afin de
réduire la prise alimentaire, le gain du poids corporel, et restaurer la sensibilité a la

leptine et a I'insuline (Cintra, Ropelle et al. 2012).

Métabolisme des acides gras et sécrétion des neuropeptides

Dans la suite logique de cette discussion et en se basant sur '’ensemble des données
obtenues dans nos deux études, il apparait nécessaire de se questionner sur la

relevance physiologique de nos résultats.
Réle fonctionnel du couplage métabolique entre le glucose et les acides gras

Une des questions importantes qu'on s’est posé durant I'étude du couplage
meétabolique entre le glucose et les acides gras au niveau hypothalamique, est de
savoir la relevance physiologique et fonctionnelle de ce couplage dans la régulation
globale de I'homéostasie énergétique. Cette question est d’autant plus importante
car, il est bien établi que le glucose régule le métabolisme des acides gras dans la
cellule béta pancréatique et que cette régulation, constitue le mécanisme clé
controlant la sécrétion d’insuline (Nolan, Madiraju et al. 2006). L’augmentation des
taux du malonyl-CoA en réponse au glucose entraine une inhibition de l'oxydation
des acides gras, les dirigeant vers les processus d’estérification puis de lipolyse.
L’ensemble des molécules lipidiques produites, vont servir en tant que molécules
signalétiques pour moduler la sécrétion d’insuline (Nolan, Madiraju et al. 2006).
Nous pouvons imaginer qu'un mécanisme similaire pourrait exister au niveau des
neurones hypothalamiques, et que la régulation du métabolisme des acides gras
observée dans nos modeles d’études, pourrait contribuer, si elle ne constitue pas
elle-méme, le mécanisme clé de la régulation de la sécrétion des neuropeptides

contrélant la prise alimentaire.
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Au cours de l'introduction, nous avons discuté de la nature des neuropeptides
exprimés par les neurones de l'hypothalamus, contrélant la prise alimentaire et
dont 'expression est régie par le statut nutritionnel de l'individu. Ainsi le jeline
entraine une augmentation de I'expression des neuropeptides orexigeénes (NPY et
AgRP), qui correle avec une diminution de l'expression des neuropeptides
anorexigenes (POMC et CART) (Gao and Lane 2003). L’injection de C75, I'inhibiteur
de FAS, affiche une augmentation de l'expression de c-Fos, suggérant qu’une
activation neuronale se produit dans les régions de I'hypothalamus connues pour
controler le comportement alimentaire, notamment I'ARC, le LH, et le PVN (Gao and

Lane 2003).

Inversement, la réalimentation augmente considérablement les taux du malonyl-
CoA, et induit un changement inverse dans les niveaux des neuropeptides
orexigenes et anorexigenes (Hu, Cha et al. 2003). Finalement, 'administration
centrale du glucose, provoque une réponse hypophagique qui semble étre
indépendante de la signalisation de la leptine et corréle avec une augmentation des

concentrations du malonyl-CoA (Wolfgang, Cha et al. 2007).

Ainsi, 'ensemble de ces effets provoqués soit par le jeline, la réalimentation, ou
I'administration de C75 sur les changements des taux du malonyl-CoA, semble
corréler avec les changements des niveaux d'expression des neuropeptides
orexigenes (NPY et AgRP), et anorexigenes (POMC / CART et aMSH), au niveau de
I'hypothalamus (Hu, Cha et al. 2003). Les mécanismes signalétiques impliqués au-
dela du malonyl-CoA ne sont pas totalement compris, cependant deux cas de figures
ont été suggérés suite a l'augmentation intracellulaire des concentrations du
glucose. D’une part, le malonyl-CoA généré via le métabolisme du glucose pourrait
interagir directement avec une protéine de signalisation qui diminuerait
I'expression des neuropeptides orexigenes AgRP et NPY. En revanche, elle
stimulerait celle des neuropeptides anorexigenes, CART et POMC dans I'ARC,
induisant ainsi une régulation de la prise alimentaire. Le deuxieme cas de figure,
serait que la malonyl-CoA agirait indirectement par son action sur CPT-1, pour

inhiber I'acces des acyl-CoAs vers les mitochondries, engendrant ainsi une
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accumulation cytoplasmiques des acyl-CoAs, qui pourront interagir avec une ou
(des) protéine(s) pour réguler le niveau d’expression et de sécrétion des
neuropeptides(Le Stunff, Coant et al. 2013). Récemment, une étude vient de
démontrer que CPT-1a contribue a la régulation de l'alimentation en modulant
I'expression des transporteurs de neurotransmetteurs et des composants lipidiques,
qui influencent les voies orexigénes dans le VMH (Mera, Mir et al. 2014). Ceci
suggere qu’'une modulation de la fonction de CPT-1a via le malonyl CoA pourrait

induire une régulation de la sécrétion des neuropeptides.

Un autre mécanisme possible, soutenu par nos données de mesure de 3 oxydation
en réponse au glucose, et qui pourrait exister particulierement dans les neurones GE
présents dans le MBH, serait que I'inhibition de I'oxydation des acides gras par le
glucose engendrerait une diminution de la production d’ATP. L’absence
d’augmentation des taux intracellulaires de I’ATP générés, habituellement, par
I'oxydation des acides gras, empécherait ainsi la dépolarisation de la membrane
plasmique et I'afflux des ions Ca%* et conduirait a une inhibition de la sécrétion des
neuropeptides. Cette hypothése pourrait étre testée par exemple via une mesure des
concentrations calciques au sein des neurones sous les mémes conditions utilisées

pour tester 'effet du glucose sur 'oxydation des acides gras.

Des études supplémentaires sont donc nécessaires afin d’établir un lien direct entre le
couplage métabolique du glucose et des acides gras, et le contréle de la prise

alimentaire via la régulation des neuropeptides.
Implication de 'AMPK dans la sécrétion des neuropeptides

Un autre acteur majeur dans la régulation de I'expression des neuropeptides est
I’AMPK. Nos résultats montrent que I’AMPK est au centre du couplage entre le
métabolisme du glucose et des acides gras, mais bien avant cela, des études
antérieures, in vivo, ont montré que l'injection ICV de la forme constitutivement
active de 'AMPK (Shimizu, Arima et al. 2008) (Minokoshi, Alquier et al. 2004),

augmente I'expression des neuropeptides orexigenes. L’effet inverse est obtenu en
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inhibant l'activité de I'AMPK via une forme dominante négative de cette derniere
(Minokoshi, Alquier et al. 2004). Récemment, il a été montré in vitro, que le
traitement de neurones hypothalamiques avec du palmitate conduit a une
augmentation de l'expression de NPY. D’une maniére intéressante, I'activation de
I’AMPK par I'AICAR dans ce modele, était capable de prévenir I'augmentation de
I'expression de ’ARNm de NPY, induite par le palmitate (Fick, Fick et al. 2011).

L’ensemble de ces données, permet donc de suggérer une relation de cause a effet
entre l'effet observé antérieurement de '’AMPK sur l'expression des neuropeptides, et
son implication dans le couplage entre le métabolisme du glucose et des acides gras

démontré dans nos résultats.
ACBP et sécrétion des neuropeptides

Notre laboratoire ainsi que d’autres équipes, ont mis en évidence Ieffet
anorexigene d'ODN chez la souris et le rat (de Mateos-Verchere, Leprince et al.
2001). Afin d’établir un lien entre I'effet anorexigene d’ODN et I'expression des
neuropeptides régulant la prise alimentaire, il a été montré que l'injection ICV
d’ODN, provoque une augmentation significative du niveau d'expression de I'ARNm
de POMC (Compere, Li et al. 2003), et une diminution concomitante du niveau
d'expression de 'ARNm de NPY dans I'ARC. L'administration simultanée d’ODN et
de son antagoniste supprime completement |'effet inhibiteur d’'ODN sur I’expression
de 'ARNm de NPY (Compere, Li et al. 2005). Une étude plus récente a démontré que
'effet anorexigene d’ODN, est induit suite a son injection ICV, et est supprimé via
une pré-injection d’'un antagoniste du récepteur MC4R (Matsuda, Kojima et al.

2010).

L’ensemble de ces résultats, suggeére donc qu’ODN exerce son effet anorexigéne en

stimulant l'activité des neurones POMC et en inhibant celle des neurones NPY.

Ainsi, réunissant ensemble les résultats décrits ci-dessus, et ceux obtenus dans
notre étude, démontrant I'implication d’ACBP dans le métabolisme des acides gras,

il serait tentant de suggérer que le role d’ACBP dans la régulation de I'oxydation des
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acides gras, pourrait étre a I'origine de son effet sur I'expression des neuropeptides,

modulant ainsi la prise alimentaire.

Afin de vérifier cette hypothese, I'utilisation d'un modele de souris transgéniques,
dont le gene ACBP est invalidé spécifiquement dans les noyaux du MBH, permettrait
d’évaluer l'effet de I'invalidation d’ACBP sur la prise alimentaire. Plus encore, une
mesure a la fois de l'expression des neuropeptides, via des dosages radio-
immunologiques, ainsi que des niveaux des acyl CoAs et d’autres especes lipidiques,
en utilisant la technique de spectrométrie de masse, donnerait une image plus claire,
et établirait un lien entre le role d’ACBP dans le métabolisme des acides gras, et son

effet sur la prise alimentaire.

Et si les neurones et les astrocytes n’étaient pas les seules cellules cérébrales

responsables de la détection et du métabolisme du glucose et des acides gras

dans le cerveau ?

A ce jour, les neurones et les astrocytes constituent les deux acteurs majeurs connus
comme étant impliqués dans la détection et le métabolisme des nutriments tels que
le glucose et les acides gras. Cependant, I'environnement cérébral et plus
particulierement le MBH comporte d’autres cellules, a savoir, les tanycytes et les
épendymocytes, dont on connait peu de choses sur leur fonction potentielle de
détection des nutriments. Ces cellules se caractérisent par leur localisation, qui
borde le troisieme ventricule cérébral rentrant ainsi en contact direct, d’'une part
avec le liquide céphalo-rachidien, et d’autre part, grace a leurs prolongements, avec
les neurones du noyau arqué et du VMH (Levin, Magnan et al. 2011). Ainsi, leur
fonction connue, est d’assurer l'interface entre le systeme nerveux et le liquide
céphalo-rachidien. Récemment, il a été suggéré que ces cellules constituent aussi
une partie intégrante du réseau hypothalamique régulant le poids corporel et
I'équilibre énergétique. Il a été particulierement démontré que les tanycytes
exprimaient I'’ensemble des enzymes nécessaires a la détection, et au métabolisme

du glucose (Rodriguez, Blazquez et al. 2005), suggérant fortement que les tanycytes
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sont aussi des gluco-détecteurs, et qu’elles sont capables de produire et libérer de

I’ATP via la métabolisation du glucose (Dale 2011) (Frayling, Britton et al. 2011).

D’autre part, il a été montré que les épendymocytes expriment l'enzyme
mitochondriale, le pyruvate décarboxylase, responsable de la catalyse du pyruvate
en oxaloacetate, ce dernier, faisant partie du cycle de Krebs (Murin, Cesar et al.

2009).

Cependant, on ignore complétement si ces cellules sont aussi équipées pour détecter
et métaboliser les acides gras. Des résultats de marquage d’immunohistochimie
obtenus dans notre laboratoire, montrent que le plus haut niveau d’expression
d’ACBP au niveau du MBH se localise au niveau des ependymocytes et des tanycytes

(résultats non montrés).

Ainsi, des études ultérieures seront importantes d’'une part, pour révéler les
différents aspects de l'interrelation entre les tanycytes, les épendymocytes, et les
neurones, et d’autre part, pour établir comment cette relation pourrait contribuer

au contréle de 'homéostasie énergétique.

Glycolipotoxicité et cellules cérébrales

La notion de glycolipotoxicité a vu le jour récemment au niveau périphérique, et a
été adapté pour désigner les anomalies se produisant dans la cellule suite a
I'augmentation chronique de prise de nourriture riche en glucose et en acides gras.
Cette notion met en évidence les mécanismes impliqués dans leffet de
I'augmentation des concentrations intracellulaires du glucose sur le métabolisme
des lipides, incluant leur partition entre oxydation et estérification. En effet, dans la
cellule béta pancréatique, l'inhibition du transport des acyl-CoAs dans les
mitochondries par le malonyl-CoA, induit 'activation de la voie d'estérification et
conduit a l'accumulation cytosolique des dérivés lipidiques toxiques tels que les
céramides, induisant ainsi des effets déléteres sur la fonction pancréatique (Prentki,

Joly et al. 2002).
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Récemment, il a été montré que I'exposition du CNS au palmitate par une infusion
directe ou via un gavage oral, augmente considérablement les niveaux des DAG
intracellulaires. Ces derniers, vont faciliter la translocation de l'isoforme theta de la
protéine kinase C, (PKC-0), au niveau de la membrane cellulaire entrainant une
perte de signalisation de I'insuline et la leptine au niveau hypothalamique (Benoit,
Kemp et al. 2009). D’autre part, Lopaschuk et al. ont montré récemment que la
synthese de novo des céramides est impliquée dans les effets du malonyl-CoA et de
CPT-1c, en partie, localisée dans le réticulum endoplasmique, sur la prise

alimentaire et I'expression du neuropeptide NPY (Gao, Zhu et al. 2011).

Finalement, dans nos modeéles, nous avons bien montré que certains des espéces
lipidiques tels que les DAG et les TAG augmentent en réponse au glucose, cette
augmentation pourrait suggérer éventuellement une augmentation paralléle de la
production des céramides. Nous ne pouvons pas confirmer cela étant donné qu’une

mesure directe de ces espéces n’a pas été réalisée.

A l'issue de cette discussion, il est important de se demander si I'augmentation
centrale simultanée du taux du glucose et des lipides, due a I’excés en nutriments,
pourrait induire une glycolipotoxicité au niveau cérébral, dans le cas des
pathologies telles que 'obésité et le diabéte. Aussi, aurait-elle comme conséquence
une altération de la sécrétion des neuropeptides, via l'altération du couplage
métabolique entre le glucose et les acides gras. Plus encore, est ce que I'altération du
couplage métabolique entre le glucose et les acides gras au niveau cérébral pourrait
étre a l'origine d'une résistance a l'insuline et d'une altération centrale du
meétabolisme des lipides contribuant ainsi a l'altération de ce couplage au niveau
pancréatique et aux complications accompagnant le syndrome métabolique au

niveau périphérique.

Dans ce contexte, une étude clinique récente a montré une augmentation du
transport et 'accumulation des acides gras au niveau du cerveau des patients
atteints du syndrome métabolique. Cette accumulation semble diminuer suite a la

perte du poids corporel (Karmi, Iozzo et al. 2010). Ces données suggerent donc
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fortement une association entre le métabolisme cérébral des acides gras, 'obésité et

le syndrome métabolique.
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Conclusion

Globalement, le métabolisme énergétique est un processus qui ne se déroule pas
d’'une fagon indépendante dans chaque organe ou tissus, mais consiste plutot a des
mécanismes bien coordonnés et régulés dans l'ensemble de l'organisme. Cette
coordination est essentielle au maintien de I'homéostasie énergétique, et nécessite
la communication entre les différents organes et tissus. Une perturbation de ce
systéme impliquerait I'apparition de troubles métaboliques, y compris 1'obésité et

le diabete de type 2, contribuant ainsi au développement du syndrome métabolique.

De par son rdle dans lintégration des différents signaux afin de réguler
I'homéostasie  énergétique, le systeme nerveux central, en particulier
I’hypothalamus, se positionne en téte dans I'étiologie des troubles métaboliques.
Différentes études suggerent qu'un dysfonctionnement du métabolisme au sein des
neurones du noyau arqué hypothalamique, pourrait étre un des facteurs principaux,
contribuant au développement du syndrome métabolique, allant jusqu’a spéculer

que le syndrome métabolique est une maladie du cerveau (Singh, Gupta et al. 2012).

Dans un environnement dans lequel I'apport en acides gras a considérablement
augmenté, il est d’'une importance majeure de comprendre comment les acides gras,
faisant partie des différents signaux nutritionnels contrélant la prise alimentaire,

agissent au sein de I'hypothalamus pour réguler la balance énergétique.

Ce travail de these a donc mis en évidence deux aspects différents de la régulation
du métabolisme des acides gras au niveau hypothalamique:

D'une part, le métabolisme des acides gras, incluant leur oxydation et leur
estérification, est régulé par le glucose au niveau cérébral (Tableau2), via la voie de
signalisation cellulaire AMPK. Cette régulation est spécifique aux régions impliquées
dans le controle de I'homéostasie énergétique, et existe dans deux différents types
de cellules cérébrales, en I'occurrence, les neurones et les astrocytes. De plus, le

couplage entre le métabolisme du glucose et des acides gras est absent dans les
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régions du cerveau non impliquées dans le contrdle de 'homéostasie énergétique tel
que le cortex.

D’autre part, le métabolisme central des acides gras est controlé par la protéine de
liaison intracellulaire ACBP. Nous avons établi pour la premiere fois qu’ACBP est
impliqué dans la régulation du métabolisme des LCFA, régulation qui dépend a son
tour du type d’acide gras (Tableau?2).

Ainsi, I'ensemble de nos travaux ont contribué a mettre en évidences certains des
mécanismes impliqués dans le controle du métabolisme intracellulaire des acides

gras a la fois dans les neurones et les astrocytes hypothalamiques (Figure 11).

Effet du glucose Effet de la délétion
d’ACBP
e e R T
N N N —> —>

Oxydation Pal

Ole N - —> Y N
Esterification Pal e —_— A —_— -
Ole —_ = —> N -

Tableau2 : Rdéle du glucose et de la protéine ACBP dans la régulation du

métabolisme central des acides gras. Ce tableau résume les résultats obtenus a

partir des deux études réalisées dans le cadre de cette thése, montrant le réle du
glucose et de la protéine ACBP dans la régulation du métabolisme du palmitate et
d’oléate d’'une part, in vitro (neurones et astrocytes hypothalamiques) et d’autre
part, ex vivo (explants du MBH).

- : la mesure du métabolisme des acides gras n’a pas été réalisée dans ces conditions.
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Bien que l'adaptation d'un bon régime alimentaire et de l'exercice physique,
demeurent largement reconnus comme les pierres angulaires incontestées pour
combattre l'obésité, cela ne suffit pas pour normaliser les différents facteurs de
risque associés a l'obésité tels que le diabete de type 2, I'hypertension ou la
dyslipidémie. Comprendre comment l'excés en acides gras au niveau central
contribue au développement de I'obésité et du diabete permettrait donc d’identifier

des cibles a visée thérapeutique pour le traitement de ces pathologies.

Une des enzymes impliquées dans le couplage métabolique entre le glucose et les
acides gras et qui a suscité l'intérét des chercheurs au niveau périphérique est
I'enzyme ACC. Plusieurs études du métabolisme des acides gras affirmaient que
I'enzyme ACC pourrait constituer une cible thérapeutique, et que son inhibition
pourrait étre une approche prometteuse pour le traitement de l'obésité et du
diabete de type 2 (Wakil and Abu-Elheiga 2009). Ainsi, des essais importants ont
été réalisés pour développer et tester des inhibiteurs d’ACC (Tong and Harwood
2006). L’effet attendu de ces inhibiteurs aurait été d'une part, de réduire la synthése
des acides gras et du poids corporel et d’autre part, I'augmentation a la fois de
'oxydation des acides gras et de la sensibilité a l'insuline. Cependant, son utilisation
chez les animaux a montré des effets non spécifiques ciblant d’autres voies (Wakil
and Abu-Elheiga 2009). Ainsi, leur efficacité en tant que médicaments potentiels
pour cibler 1'obésité et le diabete de type 2 reste a déterminer, premierement au
niveau périphérique et potentiellement au niveau central. A ce jour, l'efficacité des
traitements pharmacologiques actuels proposés pour le traitement de 1'obésité est
limitée, plus encore, ces traitements pour la plupart d’entre eux, engendrent
certains effets secondaires indésirables (Bray and Ryan 2014).

Ainsi, les données obtenues dans le cadre de cette thése contribueront sans doute, a
I'avancée des recherches dans l'optique de développer des médicaments a action
centrale en minimisant les effets secondaires pour le traitement des différentes

pathologies contribuant au syndrome métabolique.
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Modéle proposé du couplage entre le métabolisme du glucose et des acides gras
au niveau du MBH

Acides gras

Acyl-CoA
? !

ACBP-Acyl-CoA

Neurone

Astrocyte

Controle de la prise alimentaire

Figure 11 : Modeéle proposé du couplage entre le métabolisme du glucose et des

acides gras dans le MBH.

Le couplage entre le métabolisme du glucose et des acides gras existe au niveau du MBH, a
la fois dans les astrocytes et les neurones en impliquant la voie de signalisation cellulaire
AMPK. Dans les astrocytes, la protéine ACBP est impliquée dans la régulation de I'oxydation
des LCFA, au moins pour I'oléate. Cependant, il reste a identifier si ACBP joue ce méme réle
au niveau neuronal, et si ce couplage aurait pour effet une modulation de la prise

alimentaire, via la modulation de I’expression des neuropeptides NPY et a MSH.
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Perspectifs

En perspective a ce travail, il serait judicieux d’établir en premier lieu, le rodle
fonctionnel du couplage métabolique entre le glucose et les acides gras sur le
controle de la prise alimentaire. Par exemple, on pourrait découpler le métabolisme
du glucose et des acides gras via une surexpression de I'enzyme MCD par des outils
génétiques telle que l'utilisation d’adénovirus afin de diminuer la formation du
malonyl-CoA. Suite a cela, on pourra effectuer une mesure du métabolisme des
acides gras en réponse a des concentrations croissantes du glucose ainsi qu’'une
mesure de la sécrétion, et/ou de I'expression des neuropeptides hypothalamiques
controlant la prise alimentaire NPY et I'a-MSH.

D’autre part, il serait intéressant d’étudier si le couplage entre le métabolisme du
glucose et des acides gras, est aussi sujet a régulation par les hormones telles que la
leptine, I'insuline ou la ghréline. Ces hormones étant impliquées dans la modulation
de I'AMPK, on pourrait imaginer qu’elles affectent le couplage métabolique en
modulant 'activité de 'AMPK.

Pour vérifier cette hypothése, on pourra réaliser des mesures de la béta oxydation
ainsi que l'estérification du palmitate, et/ou de I'oléate en réponse a des faibles et
fortes concentrations du glucose, et en présence des différentes hormones a la fois
in vitro et ex vivo.

Comme l'augmentation chronique de la leptine et de l'insuline sont des facteurs
contribuants au développement de la résistance a I'insuline, on pourrait utiliser des
concentrations croissantes d’hormones pour mieux élucider les mécanismes sous-
jacents a l'altération du couplage entre le métabolisme du glucose et des acides gras.
L’étude de la phosphorylation de '’AMPK dans ces mémes conditions, nous
permettra de mettre en évidence la relation de cause a effet entre le changement de
la phosphorylation et I'activité de '’AMPK induite par les hormones, et le couplage
métabolique entre le glucose et les acides gras.

Par ailleurs, les protéines impliquées dans la signalisation cellulaire ou le
métabolisme intracellulaire des acides gras, constituent également une piste
intéressante a explorer. Dans ce contexte, une étude récente vient de démontrer que

I'enzyme Adipose Triglyceride Lipase (ATGL), enzyme responsable de la premiere
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phase de I'hydrolyse des TAG au niveau périphérique (Zimmermann, Strauss et al.
2004), est aussi exprimée et fonctionnelle au niveau cérébrale (Etschmaier, Becker
et al. 2011). En effet, en utilisant un modele de souris ATGL KO, les auteurs ont
montré qu'une baisse modérée de l'activité de cet enzyme chez les souris ATGL-KO,
conduit a une augmentation de 14 fois des niveaux cérébraux de TAG, ainsi qu’'une
altération dans la composition des acides gras dans le cerveau. (Etschmaier, Becker
et al. 2011). Ces données suggerent ainsi, qu’ATGL est impliquée dans les
mécanismes régulant le métabolisme cérébral des acides gras. Des modeles de
souris ATGL KO spécifiquement dans le cerveau pourront constituer un bon outil
pour mieux élucider le role d’ATGL au niveau cérébral, et déterminer ainsi, si cette
enzyme constituerait une nouvelle cible thérapeutique visant a bien réguler les
niveaux lipidiques au niveau cérébral.

A long terme, et afin de mieux comprendre comment les acides gras se comportent
apres leur passage via la barriere hématoencéphalique, il serait d’'une importance
majeure d’identifier les différentes isoformes de transporteurs membranaires ainsi
que les mécanismes sous-jacents au transport des acides gras dans les neurones et
les astrocytes, un aspect qui demeure inconnu.

Dans ce contexte, une cible qui semblerait étre importante a étudier, est le récepteur
membranaire aux acides gras couplé a la protéiné G, GPR120. Son implication
pourrait étre étudiée via un modele animal dans lequel le gene GPR120 pourrait
étre invalidé spécifiquement dans le cerveau.

Une étude récente a notamment montré que les souris GPR120 KO affichent une
réduction de leur préférence pour certains acides gras. Ceci suggere que GPR120
pourrait participer a la préférence du golt envers certains acides gras et qu'il
pourrait constituer une cible vers une alimentation préférentielle saine et bénéfique

(Cartoni, Yasumatsu et al. 2010).
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En complément aux résultats publiés dans la premieére étude, portant sur le
couplage du métabolisme du glucose et des acides gras dans le MBH, nous avons
tenté de tester l'effet du couplage sur la régulation de l'expression des
neuropeptides dans les explants hypothalamiques et ceci en réponse au glucose en

présence ou absence d’acides gras.

Effet du couplage entre le métabolisme du glucose et des acides gras sur
I'expression des neuropeptides dans les explants hypothalamiques.

Par ces expériences, nous avons tenté de déterminer le réle fonctionnel du couplage
entre le métabolisme du glucose et des acides gras dans les explants du MBH. Ainsi,
nous avons entrepris une série d’expériences pour tester si les régulations du
métabolisme des acides gras par le glucose, étaient accompagnées de régulations au
niveau de l'expression génique, des neuropeptides contrdlant la prise alimentaire.
Dans un souci de garder I'intégrité des neurones se projetant du noyau arqué vers le
PVN, nous avons décidé de faire une microdissection de cubes cérébraux,
comprenant le MBH et le PVN. Les tissus ont été traités par la suite sous les mémes
conditions utilisées précédemment, pour les mesures d’oxydation et d’estérification
excluant la présence du traceur radioactif.

Ainsi, les cubes cérébraux incluant, le MBH et le PVN, ont été traité en réponse a
faible (1mM) et forte (10mM) concentration du glucose, en présence de palmitate ou
d’oléate. Nous avons par la suite étudié le profil d'expression du gene c-Fos,
marqueur de l'activation neuronal, et des neuropeptides AGRP et POMC, sur ces

cubes cérébraux en utilisant la technique du gPCR en temps réel

Profil d’expression du margueur de I'activation neuronale c-Fos

L’expression génique du marquer c-Fos ne montre pas de changement significatif en
réponse au traitement avec faible ou forte concentration de glucose, +/- palmitate

ou oléate. Cependant, le palmitate montre une tendance a diminuer I’expression de
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c-Fos et ceci, indépendamment de la concentration du glucose utilisée (Fig.

supplémentairel A).

Profil d’expression des neuropeptides AGRP/POMC

Toujours sous les mémes conditions, nous avons étudié I'expression du
neuropeptide AGRP. Nos résultats ne montrent pas de modification significative de
I'expression du neuropeptide AGRP, en réponse au glucose +/- acides gras.
Cependant, on peut noter qu'en présence d’oléate, I'expression d’AGRP tend a
diminuer (Fig. supplémentaire 1 B). La tendance vers la diminution de I'expression
d’AGRP en réponse a l'oléate est en accord avec des travaux antérieurs d’Obici,
montrant que l'injection ICV de I'oléate chez des rats, induit une diminution de la
prise alimentaire (Obici, Feng et al. 2002).

A linstar de C-Fos et du neuropeptide AGRP, nous n’avons pas observé de
modification significative de I'expression de POMC dans les cubes cérébraux (Fig.
supplémentaire 1-C).

Ainsi, 'ensemble des résultats obtenus dans cette partie, ne nous permet pas
d’émettre une conclusion solide.

Une des limitations de cette expérience qui pourrait expliquer I'absence d’effet
significatif des acides gras sur I'expression de c-Fos et des neuropeptides AGRP et
POMC, est le temps de traitement. Nous sommes conscients qu’'un traitement de
deux heures n’est peut-étre pas suffisant pour induire des changements significatifs
au niveau de 'expression génique. Cependant, notre choix du temps du traitement
était basé sur celui effectué pour mesurer le métabolisme dans le tissus ex vivo ainsi
que leur viabilité.

Prolonger le temps du traitement pourrait éventuellement induire des modifications
significatives du profil d’expression des neuropeptides, et consolider les tendances
observées dans les résultats présents. Cependant, compte tenu de I'épaisseur des
cubes (1mm), par rapport a celle des explants (300u), utilisée précédemment pour

les mesures du métabolisme, une prolongation du temps du traitement pourrait
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altérer la viabilité des tissus. Une facon alternative serait de mesurer la sécrétion

des neuropeptides dans ces mémes conditions.

Globalement, I’ensemble des résultats obtenus dans cette partie ne nous permet pas
de conclure sur l'effet du couplage entre le métabolisme du glucose et des acides
gras sur l'expression des neuropeptides, Toutefois, on peut suggérer une tendance
de 'oléate et non du palmitate a affecter 'expression de certains neuropeptides.
Ceci est en accord avec une étude antérieure montrant que I'hypothalamus détecte
d’'une manieére différentielle les acides gras. En particulier, I'oléate, mais pas le
palmitate, réduit la prise alimentaire et le poids corporel impliquant la voie de

signalisation POMC/MCA4R (Schwinkendorf, Tsatsos et al. 2011).
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Figure suplémentaire 1
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Fig. supplémentaire 1 : Profils d'expression du marquer d’activation neuronal c-Fos
(A) et des Neuropeptides AGRP (B) et POMC (C) en réponse au traitement avec du
glucose +/- acides gras dans les cubes d’hypothalamus mediobasal. L’expression de
c-Fos et des neuropeptides a été déterminée par qPCR, et les niveaux des ARNm ont
été normalisés par les niveaux de '’ARNm de cyclophiline. Les résultats sont
présentés en tant que moyenne +-S.E. n=4-12 rats.
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Annexe II
Implication d’ACBP dans l'inflammation
induite par les acides gras dans

I’hypothalamus?
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En continuation a la deuxiéme étude, je me suis intéressée a tester le role d’ACBP
dans les effets pro-inflammatoires des acides gras. En effet, Une étude précédente
dans des hépatocytes en culture, a montré que 30 minutes de traitement avec NBD
(nucleotide-binding domain), un inhibiteur du facteur nucléaire kB (NF-kB) avant
une stimulation avec la cytokine TNFa, induit une réduction significative de 1'effet
du TNFa sur I'expression de ACBP (Nitz, Kruse et al. 2011). NF kB étant un facteur
de transcription au centre du métabolisme du glucose, des lipides et de
I'inflammation, ces résultats démontrent qu’au niveau hépatique ACBP est une cible

de NF-KB, et relient le métabolisme des acides gras a l'inflammation.

Nous avons donc émis I’hypothese qu’ACBP pourrait étre aussi impliqué dans

I'inflammation induite par les acides gras au niveau de '’hypothalamus.

Afin de mettre en évidence le rdéle d’ACBP dans l'inflammation au niveau
hypothalamique, j’ai initié une série d’expériences consistant a traiter des astrocytes
issus de souris WT ou ACBP nulles avec des acides gras et étudier le profil
d’expression génique des effecteurs majeurs pro- et anti-inflammatoires incluant les
genes : IL-6, TNF a, IL-1b et NF-kb.

L’ensemble des résultats obtenus ne sont pas encore aboutis pour les inclure
présentement dans ce manuscrit en tant que troisieme article. Néanmoins, nos
résultats préliminaires dans les astrocytes corticaux montrent d’'une part dans les
astrocytes issus des souris WT, que le traitement avec le palmitate induit une
augmentation de I'expression d’'IL6, ceci en comparaison avec la condition controle.
Le traitement avec LPS est utilisé comme un controle positif (Fig.
supplémentaire2(A)).

D’autre part nous avons noté dans les astrocytes ACBP nulles (KO) une tendance a la
diminution de I'inflammation en réponse au palmitate (Fig. supplémentaire 2 (A)).
En revanche, nos résultats préliminaires ne montrent pas de changement dans
I'expression de TNFa (Fig. supplémentaire 2(B)).

D’autres expériences sont en cours afin de reproduire les résultats observés dans les

cultures des astrocytes corticaux ainsi que dans les astrocytes hypothalamiques.
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Par ailleurs, il a été montré récemment par thaler et al dans un modele de rat et de
souris, que 1-3 jours de régime riche en gras était capable d’'induire de
I'inflammation hypothalamique et ceci avant tout gain de poids substantiel (Thaler,
Yietal 2012).

Nous sommes en train de tester aussi I'expression des genes inflammatoires dans

notre modele de souris ACBP KO soumis a un régime riche en gras pendant 10 jours.
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Fig. supplémentaire 2: Comparaison des effets du palmitate sur l'expression des
genes inflammatoires 11-6 et TNFa dans des astrocytes corticaux des souris WT et

ACBP nulles (KO).

Etude de profil d’expression d’IL6 (A), et expression de TNF a (B) par qPCR dans les
cultures primaires des astrocytes corticaux en présence de glucose (15mM) sous
des conditions contrdles (BSA) (0.33%), ou en présence du palmitate (Pal) (200uM).
Les niveaux des ARNm ont été normalisés par les niveaux de I'’ARNm de
cyclophiline. Les LPS (1ug/ml) sont utilisés comme un contréle positif. Les résultats
sont présentés en tant que moyenne +-S.E. n= 2-3 exp.
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Annexe III

Collaboration a d’autres études de recherche
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En parallele aux projets principaux faisant I'objet de ma theése, j'ai également
participé a une étude menée par le laboratoire du Docteur Prentki. L'étude portait
sur le role d'une enzyme Monoacylglycerol lipase ABHD6 connue aussi sous le nom
de o/B-hydrolase domain-containing protein 6 (ABHD6), impliquée dans le
métabolisme des lipides, plus particulierement elle dégrade les MAG, associées a la
libération d'insuline dans le sang.

Cette étude a montré d'une part que la production des MAG était essentielle pour
que les cellules béta puissent sécréter l'insuline en réponse au glucose, et d’autre
part que 'enzyme ABHD6 exerce un effet négatif sur le controle de la sécrétion
d’insuline.

Ma contribution dans cette étude consistait a valider le modele de souris ABHD6
nulles, spécifiquement dans le pancréas en testant que ce modele de souris n’induit
pas de recombinaison et de perte de l'expression d’ABHD6 dans les régions
cérébrales. Il importe de noter que cette validation constituait une étape importante
car d’autres lignées (CRE béta-cell specific) présentaient une expression non
spécifique dans I'hypothalamus. De ce fait nous nous sommes assuré que I'enzyme
est bien exprimée dans différentes régions du cerveau.

Ce travail a donné lieu a l'article intitulé : a/B-Hydrolase Domain-6-Accessible
Monoacylglycerol Controls GlucosStimulated Insulin Secretion.

Article publié dans le journal cell metabolism en 2014

Cell Metab.2014 Jun 3;19(6):993-1007. doi: 10.1016/j.cmet.2014.04.003. Epub
2014 May 8.
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