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RESUME

L’hypothalamus est une région cérébrale clef impliquée dans le contréle de 'homéostasie
glucidique. En effet, cette structure recoit des informations d’ordre hormonal, neuronal ou
métabolique qui vont modifier 'activité des neurones hypothalamiques générant une
modification d’activité de tissus périphériques, via le recrutement du systéme nerveux
autonome. Les modifications d’activité des tissus périphériques tels que le foie, le tissus
adipeux, les muscles ou le pancréas vont permettre un ajustement de la glycémie et du
métabolisme du glucose afin de stocker celui-ci dans les situations d’abondances ou de
I'utiliser dans les situations de jeline. Dans ce contexte, le diabéte de type 2, une maladie
métabolique en pleine expansion considérée comme la 4° cause de mortalité dans le monde,
est notamment caractérisée par un controle altéré de la glycémie lié a des
dysfonctionnements hypothalamiques.

Durant ce doctorat, nous nous sommes intéressés a un peptide, I'apeline, qui posséde la
particularité d’étre libéré par le tissu adipeux lui conférant un role d’adipokine, mais
également par des neurones hypothalamiques le classant dans la catégorie des
neurotransmetteurs. Dans le cadre d’'un diabéte de type 2, les taux d’apeline sont
augmentés aussi bien dans le sang que dans I’hypothalamus.

Lors de précédents travaux, nous avons pu mettre en évidence que nous pouvions générer
des caractéristiques d’'un diabéete de type 2 tels que I'hyperglycémie a jeun, chez des
animaux sains en leur injectant en intra-cérébroventriculaire des forts taux d’apeline,
similaires a ceux retrouvés chez des animaux obéses/diabétiques. Les voies de signalisations
ainsi que les cibles tissulaires impliquées dans cette hyperglycémie restaient a étre identifiés.
Nous avons ainsi pu montrer que les EAOs et plus particulierement le peroxyde d’hydrogene
(H,0,) était un acteur moléculaire hypothalamique clef dans la transduction des effets de
I'apeline. Ces forts taux d’H,O, hypothalamiques générent une sur-activation du systéme
nerveux orthosympathique, ciblant le foie et générant une augmentation de la production
hépatique de glucose par glycogénolyse et néoglucogenése. Cette voie de régulation H,0,
hypothalamique-systeme nerveux-autonome-foie générée par de forts taux d’apeline est
retrouvée dans un modele de souris chronique surexprimant |'apeline dans le noyau
ventromédian par injection de lentivirus. Cette voie est toujours présente et méme amplifiée
chez des animaux obéses/diabétiques révélant une absence de résistance a I'apeline.

Ainsi ces travaux de thése ont permis de mettre en lumiere que les forts taux d’apeline
hypothalamiques sont impliqués dans les prémices d’un diabéte de type 2. Leur action est
médiée via une voie de signalisation originale renforgant le role clef des EAOs comme acteur
moléculaire hypothalamique dans la genese de maladies métaboliques.



ABSTRACT

Hypothalamus is a key brain area involved in the control of glucose homeostasis. This
structure receives hormonal, neuronal or metabolic informations which will modify the
activity of hypothalamic neurons generating modification of peripheral tissues activity via
the recruitment of the autonomic nervous system. Changes of peripheral tissues activities
such as the liver, adipose tissue, muscle or pancreas will allow an adjustment of blood
glucose levels and glucose metabolism in order to store it in situations of abundance, or use
it in situations of fasting. In this context, type 2 diabetes, a metabolic disease in full
expansion which is considered as the 4™ cause of death in the world, is particularly
characterized by an altered control of glucose linked to dysfunction of the hypothalamus.

During this PhD, we are interested in a peptide, apelin, which has the particularity to be
released by adipose tissue giving it a role of adipokine, but also secreted by the
hypothalamic neurons as a neurotransmitter. In the context of type 2 diabetes, apelin levels
are increased in the blood but also in the hypothalamus.

In previous studies, we have demonstrated that intracerebroventricular injection in healthy
mices of high levels of apelin, similar to that observed in the hypothalamus of obese and
diabetic mice, generate type 2 diabetes characteristics such as fasted hyperglycemia.
Signaling pathways and tissue targets involved in this hyperglycemia remained to be
identified. We have shown that Reactive Oxygen Species and especially hydrogen peroxide
(H,0,) was key player in hypothalamic molecular transduction effects of apelin. These high
levels of hypothalamic H,0, generate an over-activation of the sympathetic nervous system,
targeting the liver and generating an increase of hepatic glucose production by
glycogenolysis and gluconeogenesis. This hypothalamic “H,0,-autonomous nervous system-
liver” signaling pathway generated by high levels of apelin is present in a chronic model of
mice which overexpressed apelin in the ventromedial nucleus via injection of lentivirus. This
signaling pathway is always present and amplified in obese and diabetic mice revealing no
resistance to apelin.

Thus, this thesis work bring to light that high levels of hypothalamic apelin are involved in
the onset of type 2 diabetes. Their actions are mediated via an original signaling pathway
strengthening the key role of hypothalamic ROS as molecular player in the genesis of
metabolic diseases.



LISTE DES ABREVIATIONS
ACTH : adrénocorticotrophine
AgRP : Agouti-Related Protein
AICAR : 5-Amino-4-Imidazole Carboxamide Riboside
a-MSH : alpha-Melanocyte Stimulating Hormone
AMPK : AMP-activated protein Kinase
ARC : noyau Arqué
BAT : brown adipose tissue
BNDF : brain-derived neurotrophic factor
BHE : Barriere Hémato-Encéphalique
CART : Cocaine and Amphétamine-Related Transcrit
CamKKB : Ca®*/Calmoduline-dependante protein kinase kinase B
CCK : cholecystokinine
CFTR : Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator
c¢GMP : Guanosine 3',5"- MonoPhosphate cyclic
CRM : Chaine Respiratoire Mitochondriale
CRH : Corticotrophin Releasing Hormone
D2 : deiodinase de type 2
2-DG : 2-deoxy-D-glucose
DMN : noyau Dorso-Médian
DMX : noyau Dorsal Moteur du Vague
DRP1 : Dynamine-Related Protein 1
EAOs : Especes Actives de I'Oxygenes
eNOS : endothéliale Nitric Oxyde Synthases
G6Pase : glucose-6-Phosphatase
GABA : acide y-amino butyrique

GE : gluco-excité



Gl : gluco-inhibé

GK : Glucokinase

GLP-1: Glucagon Like Peptide-1

GP : Glycogene Phosphorylase

GPX : Glutation Peroxydase

GRP : Gastrin-Releasing Peptide

GS : Glycogene Synthase

HGE : hautement gluco-excité

HGI : hautement gluco-inhibé

ic : intra-carotidien

icv : intra-cérébroventriculaire

IKKB : IkB Kinase B

IML : colonne Inter-Médio-Latérale

iNOS : inductible Nitric Oxyde Synthases
ip : intra-péritonéale

iv : intra-veineux

JNK : kinases Jun Kinase

Karp : canaux potassiques dits ATP-dépendants
LDH-A : lactate déshydrogénase A

LDH-B : lactate déshydrogénase B

LH : aire Hypothalamique Latérale

LKB1 : kinase suppresseur de tumeur
MCH : Melanin Concentrating Hormone
MCT-1 : transporteur monocarboxylate-1
MFN : mitofusines

mTOR : Mammalian Target of Rapamycin

mMTORC1 : proteine raptor



NPY : Neuropeptide Y

NOS : Nitric Oxyde Synthases

nNOS : neuronale Nitric Oxyde Synthases
NO : oxyde nitrique

NOX : NADPH Oxydases

NTS : noyau du Tractus Solitaire

OPA1 : Optic-Atrophy 1

PEPCK : Phosphoénol-pyruvate-CarboxyKinase
POMC : Pro-OpioMelanoCortin

PP1 : Protéine Phosphatase 1

PVN : noyau Para-Ventriculaire

RE : Réticulum Endoplasmique

S6K : protéines S6 kinase

SF1 : facteur Stéroidogénique 1

sGC : récepteur soluble Guanylyl Cyclase
SNA : Systeme Nerveux Autonome

SNP : Systeme Nerveux Parasympathique
SNS : Systéme Nerveux Sympathique
SOD : Superoxyde Dismutase

TRH : Thyrotrophin Releasing Hormone
TSH : Thyroide Stimulating Hormone

VIP : Vasoactive Intestinal Peptide

VMN : noyau Ventro-Median

VTA : Aire Tegmentale Ventrale

WAT : white adipose tissue



FIGURES

Figure 1 : Schéma de la localisation anatomique de I’Hypothalamus sur une coupe sagittale
de cerveau humain

Figure 2 : Schéma des différents noyaux hypothalamiques
Figure 3 : Schéma d’une unité neurovasculaire
Figure 4 : Les organes circumventriculaires et I'’éminence médiane

Figure 5 : Le Systeme Nerveux Autonome
Figure 6 : L'axe Hypothalamo-Hypophysaire

Figure 7: Schéma des projections du noyau Arqué sur les différents noyaux
hypothalamiques

Figure 8 : Interactions entre les différents noyaux hypothalamiques

Figure 9 : Régulations homéostasiques et non homéostasiques intégrant les régions extra-
hypothalamiques a I’hypothalamus

Figure 10 : Fonctionnement de la cellule B pancréatique en réponse au glucose
Figure 11 : Schéma représentant le mode de fonctionnement des neurones GE
Figure 12 : Schéma représentant le mode de fonctionnement des neurones Gl
Figure 13 : Genése des EAOs et défenses antioxydantes

Figure 14 : Fonctionnement de la Chaine Respiratoire Mitochondriale

Figure 15 : Dynamique Mitochondriale

Figure 16 : Modeéles d’étude de I'équilibre fission/fusion
Figure 17 : Schéma intégré de la régulation de la glycémie
Figure 18 : Glycolyse

Figure 19 : Glycogénogenése et Glycogénolyse

Figure 20 : Néoglucogeneése



Figure 21 : Schéma intégré de la voie de signalisation « H,0,-SNA-Foie» générée par les
forts taux d’apeline icv

Figure 22 : Validation du modéle d’administration chronique d’apeline centrale : le modeéle
mini-pompe osmotique

Figure 23 : Dépense énergétique chez le modele de souris recevant de forts taux d’apeline
centrale via la pose de mini-pompes osmotiques

Figure 24 : Activité des tissus adipeux chez le modéle de souris recevant de forts taux
d’apeline centrale via la pose de mini-pompes osmotiques

Figure 25 : Etude de lI'inflammation cardiaque chez le modéle de souris recevant de forts
taux d’apeline centrale via la pose de mini-pompes osmotiques

Figure 26: Résultats préliminaires des animaux knock-out pour I'apeline dans
I’hypothalamus



Sommaire

Généralités sur le controle central de ’'Homéostasie Glucidique............................ 3
Lo DEFINITION .ot e nrees 3
2. NEUrO@NAtOMIE........coociiiiiiiiiie et s sre e s sra e e 4

2.1 Hypothalamus et EmIinence MEdIaNe .........cccuveeeiiiiiie it 4
Q) HYPOTNAIAMUS ...ttt e et e e et e e e e abe b e e e eabaeesenbeeaeensteaeennreas 4
b) Eminence Médiane et Barriere Hémato-Encéphalique (BHE).......ccoveeeeciiieeciieeeecieeeeeeee, 5
2.2 Systéme Nerveux AUtoNOME (SNA).......oo ettt e e e b e e e e ab b e e e e araea s 8
23 N YU oY= g o [o ol g Ta Vo] o} -4 TN PPRE 11

Partie 1 : Généralités sur le contrdle central de la prise alimentaire en

condition normale et pathologique ... 13
1. Les neurones/noyaux de premier ordre (ARC)..........ccccevieieeriesiesiesreete e reeteeteesreeseeens 13

a)  LeS NEUIONES @ NPY/AGRP ...c.ooouiiiieciecte ettt ettt vttt e ete e et e s taeetbeebeebeeebeesbeesseesasesasesanes 14

b)  Les NeUIroNES POMUC/CART ...uveiieeieeeeee ettt ettt ete e e eate e st s et e e eate e snbesesbateesnbesennaeesareeenees 15

2. Les neurones/noyaux de deuxi@me ordre .............cceeveevieiiieiieeniecereecree ettt e 16
a) Le noyau Para-Ventriculaire (PVIN) .......cooo ittt et 17

b) Le noyau Ventro-Meédian (VIMIN) .......ooiiiiiiecieee ettt e et vee e e et e e e 17

c) L'aire hypothalamique 1atérale (LH) ........cuoeioiiiii et 18

d) Le noyau Dorso-Meédian (DIMIN) .....ccuiiiiiiiiie ettt sre e e atee e et aae e s e eaaa e e e e aaeas 19

3. Lesrégions extra-hypothalamiques.............cccccuviiiiiiii i e 20

Partie 2 : Régulation du métabolisme glucidique dans la physiologie et la

PRYSIOPAtROIOGIE ... 22
L. GENAIAlITES ... e s st ne e 22
2. Principaux acteurs cellulaires et moléculaires impliqués dans la régulation métabolique... 23

2.1 Les acteurs CeIIUIAINES . ....o..ui it e 23
a)  Les Neurones glUCOSENSIDIES .......coccuuiii ittt et ee e e aae e e e ae e e e e eaneas 23
D) LES CRIIUIES BlIAIES.....eeeeieeeeeeeeeee e e e e e e e et e e et e e e e abae e e eareeeeeareas 29
2.2 Les acteurs MOIECUIAINES ........oiiiiiiee ettt sttt sae e 29
A) AIMIPK ettt et e bt b she e e e st san e b e reerees 30
b) Mammalian Target of Rapamycin (MTOR) ........oeiiiiiiiiiiiie e e 32
c)  Le monoxyde d'azote (NO)......ccueeiiiiiie ettt e et e e e ebre e e e e aae e e e nbae e e enees 32
d) Especes Actives de I’'Oxygene (EAOs) ou Reactive Oxygen Species (ROS) ......cccceeeecveeeennnen. 34
23 T o T == 1= | L= PRSPPI 39
a) Ladynamique MitoChONdriale........cccueiiiiiiiie e e et 39



b) Le Reticulum Endoplasmique (RE).......ccccueiieeeiiiiie ettt et et e e et e et 42

3. Interrelation Hypothalamus-Tissus Périphériques et Tissus Périphériques-Hypothalamus

dans le controle de la glycémie en conditions normales et pathologiques ............c.ccccceecieeenenn. 43
) I K=Y =101 T TSRS 44
o) IR = o 1 TIPSR 48
C)  LeS MUSCIES SQUEIETLIGUES ..eeeiieiiee ettt et e et ere e e e et bre e e e atae e s enrae e e eanes 53
o ) I =T EL Y- To [T 1T U PSP 55

Partie 3 : Impact de I’Apeline Hypothalamique dans la transition d’un état

normal a un état diabétique................c..cooooii e, 63
R 0 ¢ =T ot | 63
2. RESUIAES. ..o e e e et nnees 65
3. DISCUSSION......cooiiiiiiiiiie ettt e et e e eete e e e s rare e e s ebeeeeenes Erreur ! Signet non défini.

a.  Lien EAOS-APEIINE c...cuviiiceeee ettt e Erreur ! Signet non défini.
D, LIEN EAOS-SNS ...ooitiiie ettt e ta e e e e e e naaee e Erreur ! Signet non défini.
C.  Controle du fOi ... e Erreur ! Signet non défini.
d. Région hypothalamique impliquée ........ccccoeviiiiieeiccee e, Erreur ! Signet non défini.

e. Amplification de la voie H,0, hypothalamiques-SNS-foie chez une modele de souris

0bESES/dIaDELIGUES ....ecuvieiicreecteecee e Erreur ! Signet non défini.
4. Perspectives et conclusion ............cccoecviviviiiieiiiiiee e Erreur ! Signet non défini.
a) Action moléculaire hypothalamique .......ccccceeeeeciieiccciieeecceee e, Erreur ! Signet non défini.

b) Action hypothalamique de I'apeline sur des tissus périphériques .Erreur ! Signet non défini.

c) Origine de I'apeline délétere, périphérie versus hypothalamique .Erreur ! Signet non défini.
ANNEXES ...ttt ettt n ettt as e eteteae s Erreur ! Signet non défini.

REFEIENCES.............oeeeeeeee et Erreur ! Signet non défini.



Généralités sur le controle central de I’THoméostasie Glucidique

1. Définition

Le terme d’homéostasie, dont Claude Bernard (1813-1878) a mis en lumiére toute
I'importance, « recouvre toutes les actions qui ont pour but de maintenir les équilibres
propres de l'organisme, assurant ainsi son indépendance vis-a-vis des contraintes
environnementales ». Ainsi, cet état d’équilibre dynamique complexe se traduit par la quasi-

constance d’un certain nombre de parameétres, indépendamment du milieu extérieur.

Parmi ces parameétres finement régulés, 'homéostasie glucidique est un point crucial. En
effet, le glucose posséde une place privilégiée de par la stricte dépendance du cerveau a un
approvisionnement constant en carbohydrates pour alimenter ses besoins métaboliques [1].
Ainsi, en dépit d’apports alimentaires discontinus et de dépenses constantes, |'organisme
des mammiferes est capable, de maintenir une glycémie stable, minimisant ses variations
guotidiennes par des systemes de contréle tres précis. Cette régulation fine nécessite une
communication entre les différentes parties de I'organisme et un rdole clef du systéme
nerveux central dans l'intégration des informations périphériques et la mise en place de

réponses adaptées [2].

Le r6le du cerveau dans le controle de I’homéostasie énergétique a tout d’abord été suggéré
par Claude Bernard lors de sa fameuse expérience de la « piqure diabétique » [3], ou il
constate une élévation trés importante de la glycémie suite a une stimulation du plancher du
quatriéme ventricule. Mais il faudra attendre 1953 pour que Gordon Kennedy précise la
zone cérébrale impliquée, I’'hypothalamus, en démontrant que des facteurs circulants libérés
proportionnellement a la masse adipeuse, pourraient moduler la prise alimentaire et la
dépense énergétique, afin de réguler le poids corporel via un contréle hypothalamique [4].
Ce rble de I'hypothalamus a été largement étudié ces 50 derniéres années et il est
maintenant établit qu’il possede un rble prépondérant dans le maintien de I’homéostasie

glucidique en tant que région intégrative du cerveau.



2. Neuroanatomie
2.1 Hypothalamus et Eminence Médiane

a) Hypothalamus

Parmi les cing vésicules issues du développement embryonnaire, I’hypothalamus
appartient a la partie la plus ventrale du diencéphale et est ainsi situé au centre du cerveau.
C'est une structure phylogénétiquement ancienne qui s’est peu modifiée au cours de
I’évolution. Anatomiquement, il se trouve juste en bas et en avant du thalamus dont il est
séparé par le sillon hypothalamique (Figure 1). Il est délimité en avant par le chiasma
optique et en arriére par le mésencéphale. Il forme les parois latérales et le plancher du
troisieme ventricule. Il se termine ventralement par I’éminence médiane, une structure tout
a fait originale ou la Barriere Hémato-Encéphalique (BHE) est physiologiquement modifiée
permettant le passage de molécules issues de la circulation sanguine, conférant a
I’hypothalamus un role clef dans la détection des informations périphériques [5]. Pour finir,
I’hypothalamus controle directement I’hypophyse (considérée comme le « chef
d’orchestre » des glandes de I'organisme) via un faisceau de fibres nerveuses et de
capillaires nommé la tige pituitaire. Cette relation privilégiée entre ces deux structures est a
la base de la neuroendocrinologie de I'organisme (abordé point 2.3). Ainsi, de part sa
localisation stratégique, I’"hypothalamus intégre les différentes informations périphériques
puis élabore les réponses adaptées via 3 systémes sous sa dépendance : le systéme nerveux

autonome (voir point 2.2), le systéme endocrine (voir point 2.3) et le systeme limbique.

3e Ventricule
Thalamus
Hypothalamus !
Tige Pituitaire

Sillon hypothalamique
Chiasma optique
Hypophyse

Figure 1 : Schéma de la localisation anatomique de I’hypothalamus sur une coupe sagittale de cerveau humain.



L’hypothalamus est divisé en noyaux (rassemblement de corps cellulaires) bien individualisés
mais interconnectés (Figure 2). Les principaux noyaux impliqués dans le contréle du
métabolisme sont le noyau Arqué (ARC), le noyau Para-Ventriculaire (PVN), le noyau Ventro-

Median (VMN), le noyau Dorso-Médian (DMN) et 'aire Hypothalamique Latérale (LH).

C'est seulement a partir des années 1940 que les progres de la chirurgie notamment en
terme de techniques stéréotaxiques ont permis d’identifier précisément le réle des
différents noyaux hypothalamiques en pratiquant via des électrodes, des stimulations ou

destructions localisées [6].

Coupe sagittale Coupecoronale

L LH
. -DMN

~ VIVIN

-~ \
3* Ventricule

Eminence médiane

Figure 2 : Schéma des différents noyaux hypothalamiques

Coupe sagittale et coronale de I'hypothalamus, dévoilant le noyau Arqué (ARC), le noyau Para-Ventriculaire (PVN), le noyau
Ventro-Median (VMN), le noyau Dorso-Médian (DMN) et I'aire Hypothalamique Latérale (LH)

b) Eminence Médiane et Barriere Hémato-Encéphalique (BHE)

Nous avons vu précédemment que I'éminence médiane était une composante
importante dans le fonctionnement de I’hypothalamus. Elle fait partie intégrante de la BHE,
une structure richement vascularisée qui sépare le systeme nerveux central de la circulation
sanguine périphérique afin de protéger le cerveau de toxines ou pathogénes et ainsi
maintenir un environnement optimum pour le fonctionnement neuronal [7]. Cette barriere
hautement dynamique est formée par des cellules endothéliales spécialisées connectées par
des jonctions serrées sans fenestration ne permettant ainsi qu’un taux tres faible de

transcytose. Seules les molécules hydrophiles de petites tailles, les composées liposolubles
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ou gazeux (O,, I'éthanol) passeront cette barriére par diffusion para-ou transcellulaires. Les
autres devront passer par un systéme de transporteurs activés par liaison des ligands a des
transporteurs spécifiques [8]. S'ajoute a ces cellules endothéliales, des péricytes, des pieds
astrocytaires, des neurones et de la matrice extracellulaire formant une structure nommée

« unité neurovasculaire » (Figure 3).

| Interneuron

| Astrocyte

Astr nc'ﬁ'

Loy
4 ~% |
B A |M E
Microglia  membrana q_ 4

Figure 3 : Schéma d’une unité neurovasculaire [7, 8].
La cellule endothéliale forme le vaisseau sanguin en limitant les échanges via des jonctions serrées, elles-mémes solidifiées
par les pieds astrocytaires. Ces prolongements astrocytaires vont capter les nutriments et molécules informatives qu’ils vont
transmettre aux neurones auxquels ils sont rattachés. Entre les astrocytes et les cellules endothéliales se trouvent de la

matrice extracellulaire et des cellules particuliéres, péricytes, chargés de sécréter les éléments contribuant a I'intégrité des
jonctions serrées et au renouvellement des cellules endothéliales.

La BHE est imperméable et empéche par exemple le passage dans les tissus nerveux, de
produits de contraste injectés en intra-veineux (iv), excepté au niveau de sept petites zones.
Ceux sont les organes circumventriculaires du cerveau dont les quatre principaux se situent
proches du 3° et du 4° ventricule, 1) I'éminence médiane et la neurohypophyse, 2) I'area
postrema, 3) l'organe vasculaire de la lame terminale, 4) I'organe sous-fornical. Elles
possedent toutes des capillaires fenéstrés et se comportent comme des structures
neurohémales c’est-a-dire des régions ou les polypeptides sécrétés par les neurones
pénetrent dans la circulation générale et ol les molécules issues de la périphérie atteignent

les neurones [5]. Ainsi, les structures centrales proches d’un organe circumventriculaire (tel



qgue I'hypothalamus) captent en permanence I'état métabolique de I'organisme, via des
molécules informatives sécrétées par des organes périphériques (insuline, leptine...) ou
issues de l'alimentation (glucose,...). Ces structures sont hautement conservées durant
I’évolution et possedent des caractéristiques communes comme des espaces périvasculaires

et des cellules épendymaires spécialisées dans le transport et la sécrétion (Figure 4 A.).

Parmi eux, I'’éminence médiane est particulierement impliquée dans cette interaction
cerveau périphérie puisqu’elle est le lieu de passage via le systeme porte hypothalamo-
hypophysaire ol vont étre libérés les peptides et monoamines sécrétés par les neurones
hypothalamiques [5]. Elle est également en contact avec un type cellulaire spécifique, les
tanycytes, situés dans le plancher du 3° ventricule qui vont projeter vers les différents
noyaux hypothalamiques assurant le contact entre la périphérie et I'ensemble de
I’hypothalamus (Figure 4 B.). Il y a deux grand types de tanycytes, les a qui vont se projeter
du liquide céphalo-rachidien vers les noyaux hypothalamiques proches du 3° ventricule et les
B qui vont établir un lien entre la périphérie et la lumiére du 3° ventricule [9]. Les
interrelations entre ces différentes cellules permettent ainsi le passage de l'information
entre la périphérie et les aires cérébrales impliquées. Dans de nombreuses maladies
neurodégénératives, la perméabilité de cette BHE est altérée entrainant des infiltrations de
cellules immunitaires et la destruction des jonctions serrées. Ces phénoménes sont tres
fortement liés a une production excessive d’Espéces Actives de I'Oxygenes (EAOs) (voir
partie 2.2d) [10]. Dans le cas de maladies métaboliques telles que le diabéte de type 2,
I'intégrité des jonctions serrées se retrouve également altérée, augmentant la perméabilité

et affectant I'activité des transporteurs [11, 12].



Figure 4 : Les organes circumventriculaires et I'éminence médiane

A. Coupe sagittale médiane de cerveau humain avec les Plexus Choroides (CP) et les sept organes
circumventriculaires, Aera Postrema (AP), Eminence Mediane (ME), Neurohypophyse (NL), Organe Vasculaire de la
Lame Terminale (OVLT), organe sous-fornical (SFO), Glande Pinéale (Pl), Organe Sub-Commissural (SCO)[13]

B. Projections des tanycytes a travers I’éminence médiane (tanycytes B1 et B2) et vers les noyaux hypothalamiques
(tanycytes al et a2) [5]

Via I’éminence médiane, I’"hypothalamus va pouvoir intégrer des informations concernant le
métabolisme glucidique issues de la périphérie, et déclencher des réponses adaptées sur les
tissus cibles via deux systéemes, le systéme nerveux autonome et le systéme

neuroendocrinien.

2.2 Systéme Nerveux Autonome (SNA)

Le SNA contréle les fonctions végétatives de I'organisme, permettant une action
directe et rapide du cerveau sur la périphérie puisque ce systéeme innerve la totalité des
organes périphériques. En effet, ce systeme nerveux possede deux composantes le plus
souvent antagonistes, le systéme nerveux parasympathique (SNP), dit « systéme du repos »,
qui va plutét engendrer des actions anaboliques via une libération principalement
d’acétylcholine; et le systéme orthosympathique ou sympathique (SNS), dit « systeme de
I'urgence », qui va conduire vers le catabolisme a travers une sécrétion de noradrénaline.
Ainsi, le SNP va stimuler la libération d’insuline par le pancréas et mettre en place tous les

mécanismes de stockage du glucose dans le foie et le tissu adipeux. A I'inverse, le SNS va



induire la sécrétion de glucagon par le pancréas et stimuler la production hépatique de

glucose, consommé par le muscle et le tissu adipeux brun (Figure 5).

Ces deux systemes vont également différer par la situation de leur ganglion qui va étre
proche de la moelle épiniere dans le cas de du SNS ou plutét proche de I'organe cible pour le
SNP. Au sein de I’hypothalamus, c’est le noyau hypothalamique LH qui va innerver
directement les neurones moteurs pré-ganglionnaires du SNP tout en se projetant sur des
structures extra-hypothalamiques telles que le noyau Dorsal Moteur du Vague (DMX), le
noyau du Tractus Solitaire (NTS) et les noyaux ambigus [14]. Toujours au sein de
I’hypothalamus, les fibres pré-ganglionnaires sympathiques se situent majoritairement dans
le VMN et se projettent sur une structure de la moelle épiniére, la colonne Inter-Médio-
Latérale (IML). Deux autres noyaux hypothalamiques vont étre impliqués dans une moindre
mesure, le DMN qui va recevoir des projections du LH et du VMN tandis que le PVN va se
projeter a la fois sur des ganglions parasympathiques et sympathiques, agissant a la fois sur

les deux systéemes.

Depuis quelques années, une complication particulierement grave du diabéte de type 2 a
été mise en évidence, il s’agit de la neuropathie diabétique du systeme nerveux autonome
[15]. Les neuropathies sont globalement liées au diabéte de type 2 mais lorsqu’elles
touchent le systeme nerveux autonome, elles sont particulierement graves car elles
entrainent des conséquences sur tous les organes et elles empéchent également les contre-
régulations métaboliques permettant de rétablir I'homéostasie glucidique. Ainsi, il a été mis
en évidence que la basale d’activité du SNS est augmentée durant un diabéte de type 2 tout
en étant totalement insensible aux stimuli classiqgues comme l'insuline [16, 17]. Dés 4
semaines de régimes gras, des animaux développent ainsi des caractéristiques d’un diabete
de type 2 telles que la résistance a la leptine ainsi qu’une augmentation de ce tonus basal
sympathique, générant un stress global pour I'organisme qui peut étre court-circuité par

administration de B-bloquants [18].
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Figure 5 : Le Systeme Nerveux Autonome (SNA)

Le SNA est divisé en deux systémes : le systéme nerveux parasympathique (SNP), dont les stimulations sont issues du LH et
qui va stimuler la libération d’insuline par le pancréas ainsi que I'anabolisme via le stockage du glucose (dans le foie et le
tissu adipeux); et le systeme nerveux sympathique (SNS), dont les stimulations sont issues du VMN et qui va stimuler la
libération de glucagon pancréatique ainsi que des actions cataboliques telles que la production hépatique de glucose et son
utilisation par le tissu adipeux brun et le muscle. Le SNP va libérer des neurotransmetteurs tels que I'acétylcholine, la
galanine et le NPY. Le SNS va libérer des neurotransmetteurs tels que la noradrénaline, le Vasoactive Intestinal Peptide
(VIP), le Pituitary Adenylate-Cyclase Activating Peptide (PACAP) et le Gastrin-Releasing Peptide (GRP).
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2.3 Neuroendocrinologie

Une des particularités de I’hypothalamus est sa proximité avec la glande
hypophysaire qui permet la mise en place d’'un axe hypothalamo-hypophysaire dirigé vers la
périphérie. L’hypophyse est une glande divisée en deux parties. Une premieére structure, la
neurohypophyse composée d’axones et de cellules gliales, qui va étre un lieu de passage des
hormones hypothalamiques. Une seconde structure, 'adénohypophyse qui est composée
d’épithélium glandulaire sécrétoire (Figure 6). La neurohypophyse, située en postérieur, est
reliée a I’hypothalamus par le tractus hypothalamo-hypophysaire a travers lequel passent les
prolongements axonaux des neurones a ocytocine et a vasopressine. Ces deux
neurohormones sont libérées dans la circulation sanguine suite a une stimulation
hypothalamique. A I'opposé, I'adénohypophyse communique avec I’hypothalamus par un
réseau vasculaire nommé systéme porte hypothalamo-hypophysaire. Des neurones
hypothalamiques libérent leurs neurotransmetteurs dans ce réseau vasculaire stimulant les
cellules de I'adénohypophyse. Une fois stimulées, ces cellules libérent leurs hormones dans
ce méme systéme porte hypothalamo-hypophysaire ce qui va permettrent aux hormones
hypophysaires de rejoindre la circulation périphérique. En effet le noyau hypothalamique
PVN contient des neurones a Thyrotrophin Releasing Hormone (TRH) et Corticotrophin
Releasing Hormone (CRH) sous le contréle des projections de I’ARC [19, 20]. Ces neurones
vont générer respectivement une libération d’adrénocorticotrophine (ACTH) et de Thyroide
Stimulating Hormone (TSH) par les cellules de I'adénohypophyse. L’ACTH va cibler les
surrénales générant une production de glucocorticoides et catécholamines tandis que la TSH
engendrera la libération de T3 et T4 par la thyroide. Cette production de glucocorticoides et
catécholamines libérés dans la circulation sanguine va intervenir dans le métabolisme
glucidique en générant une production hépatique de glucose par néoglucogenése [21]. Les
hormones thyroidiennes également jouent un role clef dans le catabolisme en stimulant la
néoglucogenese et la glycogénolyse ainsi que la thermogenése musculaire du tissu adipeux

brun [22].

Une altération dans I’équilibre de ce systéme est associée a des pathologies. Ainsi un exces
d’hormones thyroidiennes ou de glucocorticoides va étre en lien avec 'apparition d’'un
diabéte de type 2. La libération importante de ces deux hormones va générer une
hyperactivation du SNS puis de la néoglucogenése de facon chronique, caractéristiques

d’une résistance a l'insuline [23].
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Figure 6 : L’axe Hypothalamo-Hypophysaire

Certains neurones hypothalamiques se projettent dans I’hypophyse postérieure (ou Neurohypophyse) ou ils vont libérer de
la vasopressine et/ou de I'ocytocine dans la circulation sanguine ; tandis que des neurones 8 CRH et TRH (issus du PVN),
vont libérer du CRH et du TRH dans le systéme porte-hypothalamo-hypophysaire, stimulant I'épithélium glandulaire de
I’hypophyse antérieure (ou Adénohypophyse) libérant en retour de la TSH et de ’ACTH dans ce méme systeme porte
hypothalamo-hypophysaire et convergeant vers la circulation sanguine périphérique.
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Partie 1 : Généralités sur le controle central de la prise alimentaire
en condition normale et pathologique

La régulation de la prise alimentaire et par conséquent du poids corporel, est un
parameétre finement régulé étant donné que ce dernier peut rester stable pendant plusieurs
années. L'hypothalamus est un acteur clef dans ce processus de régulation de la prise
alimentaire car il va intégrer les informations périphériques, reflétant le statut nutritionnel
telles que des nutriments (glucose dans le cas de I’homéostasie glucidique), des afférences
nerveuses (issues par exemple du tractus digestif) ou des hormones libérées par des organes
clefs (I'insuline, la leptine...). Ainsi, I'activité des neurones hypothalamiques va se retrouver
modifiée, impliquant tout un réseau complexe de structures cérébrales, principalement
hypothalamiques et mésencéphaliques, se traduisant par I'élaboration d’une réponse
adaptée, dirigée vers la périphérie via le SNA et I'axe hypothalamo-hypophysaire. Une
perturbation de cette boucle de régulation, aboutit a une altération de ce contrdle de la
prise alimentaire et peut générer une obésité et/ou une de ses pathologies associées le

diabéte de type 2 (voir Partie 2).

1. Les neurones/noyaux de premier ordre (ARC)

L'intégration de messages issus de la périphérie demande la mise en place d’un réseau
permettant de relayer I'information. Ainsi, la notion de neurones de premier ordre concerne
les neurones étant les premiers en contact avec les signaux périphériques. Dans
I’hypothalamus, les neurones de premier ordre ne se trouvent que dans un seul noyau,
I’ARC. En effet, I’ARC est la structure hypothalamique la plus proche de I'’éminence médiane,
ce qui en fait un site clef d’intégration des informations issues de la circulation sanguine.
Une lésion de ce noyau génére une hyperphagie et une obésité [24]. L'ARC contient deux
populations majeures de neurones impliqués dans ’homéostasie énergétique, les neurones
orexigénes (stimulant la prise alimentaire) qui expriment Neuropeptide Y (NPY) et Agouti-
Related Protein (AgRP), et les neurones anorexigénes (inhibant la prise alimentaire) qui
expriment Cocaine and Amphétamine-Related Transcrit (CART) et Pro-OpioMelanoCortin

(POMC) (Figure 7).
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a) Les neurones a NPY/AgRP

La majorité des neurones exprimant NPY, un des neurotransmetteurs les plus abondant
dans le cerveau [25], se trouvent dans la partie médiane de I’ARC [26] et co-expriment AgRP
[27]. Ces neurones constituent le seul type de neurones activés par le jeline pour favoriser la
prise alimentaire. En accord avec leur role d’effecteurs anaboliques, ils vont au contraire étre
inhibés par l'insuline [28] et la leptine [29]. Une ablation de ces neurones chez des jeunes
souris génére un phénotype hypophagique [30] tandis que linjection intra-
cérébroventriculaire (icv) de NPY ou d’AgRP va stimuler la prise alimentaire [31, 32]. Cette
injection icv de NPY va également, indépendamment de son effet sur la prise alimentaire,
orienter positivement la balance énergétique par une diminution de la thermogénese
induite par le tissu adipeux brun (BAT), par une augmentation du stockage des lipides dans le
tissu adipeux blanc [33], par une suppression de I'activité du systéme nerveux sympathique

[34] et par une inhibition de I'axe thyroidien [35].

Ce neurotransmetteur NPY agit via 5 récepteurs (Y1-Y5) avec un effet prédominant via le Y1
et le Y5. La densité du récepteur Y5 dans I’hypothalamus est diminuée en réponse au jelne
et est augmentée en réponse a un régime obésogene, en particulier dans les régions ou se
projettent les neurones NPY /AgRP comme le PVN, le LH et le DMN [36]. De fagon similaire,
le nombre de récepteur Y1 dans I’ARC est diminué durant le jeline [37]. Mais les animaux
déficients pour ce récepteur présentent un phénotype obése mais non hyperphagique [38]
soulignant un réle de ce récepteur dans la dépense énergétique plutét que dans la prise
alimentaire. Au sein de I'ARC, I'activation de ce récepteur, qui est retrouvé a la surface des
neurones POMC/CART, permet I'inhibition de ces derniers [39]. De plus, une sous-population
de neurones NPY/AgRP possédent la particularité de synthétiser I'acide y-amino butyrique
(GABA) permettant d’une part un tonus inhibiteur direct sur les neurones POMC/CART et
expliquant d’autre part I’'hétérogénéité d’effets de ces neurones [40]. Enfin, les récepteurs
Y2 et Y4 semblerait plutét agir de facon autocrine en ayant un effet inhibiteur sur les

neurones NPY/AgRP [41].
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b) Les neurones POMC/CART

La molécule de POMC est a la base du systeme mélanocortine favorisant le catabolisme
et la dépense énergétique. POMC est en effet clivée en nombreuses molécules
biologiquement actives dont I'alpha-Melanocyte Stimulating Hormone (a-MSH), libérée par
les neurones POMC et co-exprimée avec CART, en particulier dans la partie latérale de I’ARC
[42, 43]. Tout en exercant une diminution de la prise alimentaire, I'a-MSH, en miroir des
actions des neurones NPY/AgRP, va stimuler I'axe thyroidien [44], ainsi que I'activité du
systéme nerveux sympathique en particulier en augmentant la thermogénése du BAT [45].
L’expression de POMC est fortement corrélée au statut énergétique de I'organisme puisque
ces taux sont réduits en période de jeline et augmentés en réponse a la leptine ou en
période post-prandiale dans I'ARC [46]. L'a-MSH va se lier a deux récepteurs en particulier,
MC3R et MC4R, que I'on retrouve en abondance dans I’ARC mais aussi dans des noyaux
hypothalamiques clefs tels que le VMN, DMN et le PVN [47]. Le modéle de souris knock-out
pour MC4R génere un phénotype d’hyperphagie et d’obésité [48] tandis que I'injection icv
d’agoniste inhibe la prise alimentaire [49]. AgRP est I'antagoniste naturel des récepteurs
MC3R et MC4R [50]. Ainsi, lorsque les neurones NPY/AgRP libérent Ileurs
neurotransmetteurs, le message orexigene est envoyé via I'activation du récepteur Y5 par le
neurotransmetteur NPY tandis que le neurotransmetteur AgRP va inhiber les relais

anorexigene en antagonisant MC3/4R.

Concernant le contréle du métabolisme glucidique, I’ARC contient également des neurones

particuliers dits glucosensibles que nous définirons dans la seconde partie [51].
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Eminence Médiane

Figure 7 : Schéma des projections du noyau Arqué sur les différents noyaux hypothalamiques

Le noyau arqué (ARC) contient deux types de neurones, les neurones orexigénes (NPY/AGRP) localisés dans la partie
médiale et les neurones anorexigénes (POMC/CART) localisés dans la partie latérale. Ces neurones se projettent sur les
différents noyaux hypothalamiques; le noyau Ventro-Médian (VMN), le noyau Dorso-Médian (DMN), le noyau Para-
Ventriculaire (PVN) et I'aire Hypothalamique Latérale (LH). Ainsi les neurones NPY/AgRP vont inhiber : les neurones a TRH
et CRH du PVN, les neurones a SF1-BDNF du VMN, les neurones POMC/CART de I’ARC mais également s’auto-inhiber via les
récepteurs Y5, Y1, Y4, Y2, MC4R et MC3R. A l'inverse, ils vont activer les neurones a NPY dans le DMN ainsi que les
neurones a MCH et 3 Orexin A et B via le récepteur Y5. Les neurones POMC/CART vont stimuler les neurones a TRH et CRH
du PVN, les neurones a SF1-BDNF du VMN, les neurones CART du DMN tout en inhibant les neurones MCH et Orexin du LH
via les récepteurs MC3/4R.

2. Les neurones/noyaux de deuxiéme ordre

Nous avons vu dans la partie précédente que les neurones de premier ordre sont
localisés dans I'ARC, un lieu stratégique dans la captation des informations issues de la
périphérie. Cette structure se projette vers d’autres noyaux hypothalamiques tels que le
PVN, le LH, le VMN et DMN. Ces aires hypothalamiques contiennent des « neurones de
deuxieme ordre » qui vont intégrer les signaux afin d’élaborer un comportement complexe

visant un contrdle de la prise alimentaire. (Figures 7 et 8).
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a) Le noyau Para-Ventriculaire (PVN)

Le PVN est localisé juste au-dessus du troisieme ventricule. Il semble plutét impliqué
dans des phénomenes satiétogénes étant donné que des expériences de lésions bilatérales
de ce noyau générent un phénotype d’obésité et d’hyperphagie [52]. De plus, le PVN est un
site de forte expression de MC4R ou une administration en intra-structural d’agonistes de ce
récepteur génere une diminution de la prise alimentaire tandis que I'injection d’antagonistes
I'augmente [53]. Au sein du PVN, sont également retrouvés des neurones exprimant CART
[54] ainsi que I'a2-AMPK dont I'activité est diminuée en réponse a des stimulis anorexigenes
comme la leptine, I'insuline et des agonistes de MC4R [55]. Cette structure recoit des
projections du NTS, ainsi que de I"ARC (NPY/AgRP et POMC). Ces derniéres vont
respectivement inhiber ou activer des neurones TRH et CRH. Les neurones a CRH vont
stimuler la dépense énergétique en activant le systeme nerveux sympathique et a travers
I’axe hypothalamo-hypophysaire ciblant les surrénales, tandis que I'activation des neurones
a TRH aura une conséquence similaire en agissant sur |’axe thyroidien [19, 20]. En retour, le
PVN va se projeter sur les autres noyaux hypothalamiques ainsi que sur des noyaux pré-

ganglionnaires autonomes comme le NTS et le DMX controlant ainsi le SNA.
b) Le noyau Ventro-Médian (VMN)

Le VMN est considéré comme le centre de la satiété. Des expériences de lésions
bilatérales de ce noyau ont mis en évidence un phénotype d’obésité et d’hyperphagie [56].
Ce noyau est situé juste au-dessus de I’ARC et recoit ainsi des projections neuronales issues
de cette structure (NPY/AgRP et POMC) sans toutefois contenir des neurones AgRP [57]. A
I'inverse, cette structure comporte des neurones a NPY dont I'expression est altérée chez
des souris obéses diabétiques [58]. Plus récemment, il a été mis en évidence que le brain-
derived neurotrophic factor (BNDF) est fortement exprimé dans le VMH et directement
régulé par le statut nutritionnel et le récepteur MC4R [59]. En effet, son expression ainsi que
celle de son récepteur diminue dans le VMN d’animaux déficient pour le récepteur MC4R,
tandis que I'ajout de BNDF exogéne en icv réduit I'hyperphagie et I'obésité de ces animaux.
Le facteur Stéroidogénique 1 (SF1) est également un acteur clef du VMN car les neurones
SF1 expriment le récepteur MCA4R, libére du BDNF et les souris knock-out spécifiquement

pour ces neurones présentent un phénotype obése di a une diminution des dépenses
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énergétiques [60, 61]. Enfin, le VMN se projette sur le DMN mais également sur des

structures extra-hypothalamiques telles que le NTS.

c) L'aire hypothalamique latérale (LH)

Le LH est le centre de la faim. Une lésion de cette zone génére une diminution de la prise
alimentaire, du poids et une augmentation de la dépense énergétique [62]. Les neurones
NPY/AgRP et POMC de ’ARC se projettent directement sur les neurones orexigénes du LH,
comme les neurones a Melanin Concentrating Hormone (MCH) et les neurones a orexines A
et B (appelées aussi hypocrétines 1 et 2) [63]. Les animaux surexprimant le récepteur a la
MCH sont obéses et hyperphagiques. A l'inverse, I'absence de ce récepteur génére un
phénotype maigre et une augmentation de la dépense énergétique [64]. Concernant les
orexines, le role spécifique de I'orexine B n’est pas vraiment identifié, par contre l'injection
icv aigue d’orexine A génere une hyperphagie [65]. Un paradoxe intéressant est que le
modeéle de souris knock-out pour les orexines présente une diminution de la prise
alimentaire tout en étant obése [66]. Ce phénotype atypique s’explique par deux actions
distinctes des orexines. Une premiére action via des projections vers toutes les régions
cérébrales clefs hypothalamiques et mésencéphaliques (NTS et DMX) les impliquant dans la
dépense énergétique [67] mais également spécifiqguement vers le VMN en exercant un tonus
inhibiteur via une libération de GABA qui éteint le signal anorexigénique du VMN [68]. Mais
les orexines tiennent aussi un role important dans le contréle du métabolisme glucidique. En
effet une injection icv d’orexine A géneére une activation du SNS, induisant une augmentation
la production hépatique de glucose [69], une augmentation de la température corporelle

[70] et une augmentation de la captation du glucose par les muscles [71].

Etant le noyau hypothalamique le plus connecté, le LH va se projeter dans tout
I’hypothalamus mais également sur le thalamus, I’hippocampe, le tronc cérébral et la moelle

épiniére.
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d) Le noyau Dorso-Médian (DMN)

Le DMN recoit essentiellement des projections issues de I’hypothalamus (ARC, PVN,
VMN et LHA). Cette structure possede des neurones a NPY sous la dépendance de projection
du syteme melanocortine, ainsi que des neurones CART [72, 73]. Le DMN est la région
hypothalamique qui possede le plus de récepteur a la cholecystokinine (CCK), une hormone
peptidique gastro-intestinale anorexigene. Ce récepteur est co-localisé avec les neurones
NPY [74], et son absence spécifiquement au niveau de ces neurones génére une obésité et
une augmentation de l|'expression de NPY. Ces résultats confirment le phénotype
d’hypophagie et de baisse du poids corporel retrouvé lors d’une lésion bilatérale du DMN
[75]. Cette structure va par la suite se projeter sur des noyaux hypothalamiques comme le

PVN et le VMN.
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Figure 8 : Interactions entre les différents noyaux hypothalamiques

Le noyau arqué (ARC), noyau hypothalamique de premier ordre, va se projeter sur les noyaux hypothalamiques de
deuxiéme ordre, qu’ils sont plutdt impliqué dans le phénoméne de prise alimentaire comme le noyau Dorso-Médian (DMN)
et I'aire hypothalamique latérale (LH), ou dans le phénomene de satiété comme le noyau Ventro-Médian (VMH) et le
noyau paraventriculaire (PVN). Ces quatre noyaux hypothalamiques interagissent également entre eux afin de contrdler la
prise alimentaire et la dépense énergétique.

Ces quatre noyaux hypothalamiques contiennent également des neurones glucosensibles
similaires a ceux retrouvés dans I’ARC, ce qui les place au centre du controle du métabolisme

énergétique, et plus particulierement glucidique [76].
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3. Les régions extra-hypothalamiques

L’hypothalamus est classiqguement considéré comme LA région cérébrale de I'intégration
et du contréle de la prise alimentaire puis de I’homéostasie énergétique. Mais, des
structures extra-hypothalamiques vont également contribuer au maintien de cette balance,
soit en interagissant avec les circuits hypothalamiques, soit en contribuant directement au

contréle de ces parameétres (Figure 9)

Le NTS est une région extra-hypothalamique trés similaire a I’hypothalamus. Elle possede de
nombreuses connections avec celui-ci (LH, PVN, VMN) [77]. Comme I’ARC, cette structure
cérébrale se situe pres d’'un organe circumventriculaire, I’Area Postrema [78] et elle contient
les mémes populations neuronales que I’ARC, comme NPY dont I'expression varie avec le
statut nutritionnel [79] ou POMC et son récepteur MC4R [80, 81] ainsi que des neurones
glucosensibles [82]. Il est important de souligner qu’il n’existe que deux populations de
neurones a POMC dont l'une se situe dans I’ARC et I'autre dans le NTS [83], renforcant
I'importance de ces deux structures dans la prise alimentaire et la dépense énergétique. Le
NTS semble plutot impliqué dans des phénomenes satiétogénes, mis en évidence par les
interactions tres fortes avec le PVN, la présence de neurones a POMC ainsi que la présence
de récepteurs a CCK, insuline et leptine a la surface de ses neurones [84, 85]. Le NTS recoit
les afférences vagales du tractus gastro-intestinale [86] pour se projeter par la suite sur
I’hypothalamus, ce qui lui confére un role clef de relais. Mais le NTS possede également un
acces direct aux neurones pré-ganglionnaires vagaux lui permettant une modulation de
I’assimilation de la nourriture via une action sur le foie, le pancréas et le canal alimentaire
[87]. En parallele, le NTS possede des projections sur les neurones préganglionnaires du SNA

ce qui lui permet un contrdle des processus métaboliques et de la dépense énergétique [88].

Bien que moins influentes que I’hypothalamus et le NTS, d’autres structures contribuent au
contréle du métabolisme énergétiques de facon plus restrictive via une implication dans le
phénoméne de prise alimentaire. Par exemple, I'Aire Tegmentale Ventrale (VTA) va libérer
de la dopamine dans le cortex préfrontal et le noyau Accumbens en réponse a des stimulis

extérieurs (vue, gout, odeur), instaurant une composante hédonique au repas [89, 90].
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Enfin des travaux de lésion de I'amygdale postéro-dorsale ont permis de mettre en évidence
une hyperphagie et une obésité [91]. Cette région possede des connections avec le NTS, le
cortex préfrontal ainsi que I'Hypothalamus et plus particulierement le LH, connections

d’autant plus fortes que 'amygdale exprime fortement le récepteur a MCH [92].

vue gout stress

Afférences

— Régulations homéostasiques

— Régulations non haméostasigques

Figure 9 : Régulations homéostasiques (A) et non homéostasiques (B) intégrant les régions extra-

hypothalamiques a I’'Hypothalamus (inspiré de [90])

(A) Le noyau du tractus solitaire (NTS) recoit directement les informations issues de la périphérie via I’Area Postrema
(AP) mais également via les afférences vagales issues, par exemple, du tractus gastro-intestinale. En retour le NTS
va se projeter sur I'hypothalamus et plus particulierement sur le noyau Para-Ventriculaire (PVN) et le I'aire
Hypothalamique Latérale (LH), structures avec lesquelles il posséde des liens privilégiés, mais il va également agir
en périphérie via le SNA.

(B) Suite a des stimuli extérieurs (goUt, odeur, vue, stress), I’Aire Tegmentale Ventrale (VTA) va libérer de la dopamine
dans le cortex préfrontal et le noyau accumbens (N Acc.). Des projections redescendent du cortex et font relais
dans I'amygdale (Amy) qui posséde de fortes connections avec le LH qui agira en périphérie via I'activation du SNA
dans le complexe dorso-vagale (NTS+DMX).
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Partie 2 : Régulation du métabolisme glucidique dans la physiologie
et la physiopathologie

1. Généralités

Le maintien d’une glycémie constante est essentiel au bon fonctionnement de
I'organisme. En effet, des phénomeénes d’hypoglycémie vont provoquer des pertes de
conscience pouvant aboutir au décés di a une absence de substrat pour le cerveau. A
I'inverse, des phénomeénes d’hyperglycémies prolongées alterent la conformation des
protéines créant des produits de glycations ou activant des protéines kinases pro-
inflammatoires responsables de graves pathologies comme les rétinopathies et

néphropathies [93].

La détection du glucose et la régulation de la glycémie en orientant le métabolisme vers le
stockage ou I'utilisation est donc une question de survie. De nombreux acteurs cellulaires et
moléculaires sont ainsi impliqués dans cette régulation du métabolisme glucidique qu’ils
soient hypothalamiques et/ou périphériques. Une altération dans leur fonctionnement ou

leur détection du glucose va générer un défaut du maintien de la glycémie.

Une pathologie largement répandue et caractérisée par une dérégulation de I'homéostasie
glucidique conduisant a une hyperglycémie chronique est le diabéte de type 2. Cette maladie
touchant 347 millions de personnes dans le monde se décrit principalement par un défaut
d’action de l'insuline au niveau tissulaire (foie, muscles, tissus adipeux ...). Le pancréas va
alors sécréter des taux tres importants d’insuline afin de pallier a cette hyperglycémie
chronique générant ainsi une hyperinsulinémie [94]. A des stades avancés, cette pathologie
se caractérise par une résistance a l'insuline et une inflammation de « bas bruit » dans tout

I’organisme en lien avec la glucotoxicité de I'état hyperglycémique [95].
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2. Principaux acteurs cellulaires et moléculaires impliqués dans la régulation
métabolique

2.1Les acteurs cellulaires

En 1953, Jean Mayer observe que des hypo- ou hyperglycémies séveres conduisent
rapidement a des changements dans la prise alimentaire. Il propose ainsi lathéorie
glucostatique qui postule que des récepteurs au glucose du systéme nerveux central
pourraient déceler les variations de glycémie et les traduire en message électrique ou
neuronale [96]. L'injection icv de 2-deoxy-D-glucose (2-DG), un analogue non-métabolisable
du glucose, génere une augmentation de la prise alimentaire, suggérant que le cerveau, et
plus particulierement les régions proches des ventricules comme |'hypothalamus, sont

sensibles a cette soudaine déplétion (factice) en glucose [97].

a) Les neurones glucosensibles

Une décennie apres la théorie de Mayer, une population de neurones spécialisés est
identifiée en tant que gluco-senseurs [98]. Ces neurones possedent la particularité de réagir
a des modifications de concentrations de glucose en modifiant leur potentiel de membrane
et leur fréquence de potentiel d’action [51]. On les retrouve dans I’"hypothalamus [99] mais
également dans des régions extra-hypothalamiques impliquées dans le métabolisme
énergétique comme le NTS [100] et 'Amygdale [101]. lIs peuvent ainsi étre classés en deux
catégories, qui vont différer aussi bien par leur mode d’action que par leur localité, les
neurones dit excités par le glucose (gluco-excités) et les neurones dit inhibés par le glucose
(gluco-inhibés). Ces deux types de neurones ont un fonctionnement « en miroir » dans une
gamme de concentration de 0 a 5mM de glucose. Lors d’un repas, il se produit un saut de
concentration de glucose cérébrale de 0.1 a 5mM, les neurones gluco-excités vont s’activer
tandis que les gluco-inhibés vont rester inactifs. A I'inverse, lors d’un je(ne, la baisse de
cette concentration de glucose de 5 a 0.1 mM va inhiber les neurones gluco-excités et

activer les gluco-inhibés [102].

Il est admis que la concentration en glucose du liquide céphalo-rachidien correspond entre
10 et 30% a celle du sang [103] en fonction de la zone cérébrale concernée. Suite a
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I'introduction dans le cerveau de rats, d’électrodes s’oxydant en présence de glucose, il a été
mis en évidence par Silver et Erecinska, que des changements de glycémie périphérique
étaient immédiatement suivi par des changements de concentration de glucose dans le
cerveau [104]. Dans la physiologie, cette concentration de glucose central correspond a une
concentration oscillant entre 1 et 2,5mM pour une glycémie sanguine de 5 a 8mM. Ainsi les
neurones glucosensibles ne vont pas étre soumis a la méme concentration de glucose en
fonction de leur localisation cérébrale (par exemple proche d’'un ventricule ou plus en
profondeur dans le cerveau). Les neurones proches d’'un organe circumventriculaire vont
étre soumis a une concentration plus forte de glucose, ce qui est le cas pour des neurones
particulier de I’ARC qui ne réagissent qu’a des fortes concentrations de glucose (supérieures
a 5mM) [105]. Le fonctionnement de ces neurones nommés « hautement gluco-excitables »
(HGE) ou « hautement gluco-inhibés » (HGI) est mal connu et ne seront pas décrits dans ce

manuscrit.

Les neurones gluco-excités (GE)

Les GE sont donc des neurones particuliers qui vont étre stimulés par des élévations
de la concentration en glucose. On en retrouve dans la partie latérale de I’ARC. Ainsi sur des
coupes de cerveau de souris, 80% des neurones a POMC sont excités par le glucose [106]. A
I'inverse, I'équipe de Wang [51] ne détecte pas le neurotransmetteur POMC dans des
neurones gluco-excités de rat. Ces deux expériences utilisaient la méme technique,
I’enregistrement sur cellule entiére, mais pas le méme modele animal, suggérant une
différence due a I'espéce, ou soulignant que seule une sous-population de neurones POMC
sont des GE. Cette population de GE dans I’ARC représente 20 a 25% des neurones totaux.
Ces neurones ont été étudiés également dans le VMH ou ils représentent 14% des neurones
de cette structure mais n’ont pas de phénotype particulier [107] tandis que dans le LH, les

neurones exprimant MCH sont excités en réponse au glucose [108].

On retrouve des similitudes entre le fonctionnement des GE et de la cellule B pancréatique
située dans les flots de Langerhans (Figure 10). En effet, ces cellules vont s’exciter en
présence d’une augmentation de glucose, modifier leur potentiel de membrane et leur
activité électrique ce qui va leur permettre de libérer pour I'un des neurotransmetteurs et
pour I'autre de lI'insuline.
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Figure 10 : Fonctionnement de la cellule B pancréatique en réponse au glucose

Le glucose pénétre dans la cellule B via GLUT-1 ou GLUT-2 ou il sera transformé en glucose-6-phosphate par la glucokinase
(GK) puis utilisé dans la voie de la glycolyse afin de générer de I'ATP. Cette augmentation d’ATP intracellulaire inactive les
canaux potassiques ATP-dépendants (Karp) créant une dépolarisation membranaire qui va ouvrir des canaux calciques
voltages dépendants. Cette entrée massive de calcium provoque I'exocytose des vésicules d’insuline.

De nombreux indices confirment la similarité d’action avec la cellule B, on retrouve dans les

GE : GLUT-2 [109], la glucokinase [76] et les canaux Katp [110] (Figure 11),

La glucokinase semble étre le premier régulateur de ce glucosensing, aussi bien chez les GE
que les Gl. Elle apparait dés le 18° jour embryonnaire dans tout I’hypothalamus, indiquant
un réle clef de cette enzyme aussi bien dans le métabolisme que dans la maturation des
neurones [111]. L'ARNm de la glucokinase est retrouvé dans 70% des GE et en utilisant une
approche de siRNA, il a pu étre mis en évidence que la perte de la glucokinase était associée

a une diminution du nombre de neurones glucosenseurs, aussi bien Gl que GE [112].

Concernant le transporteur GLUT-2, son rble dans la détection de glucose cérébral est
clairement établi étant donné que l'injection icv d’oligonucléotides anti-sens dirigés contre
GLUT-2 réduit la prise alimentaire, le poids corporel et inhibe la réponse insulinémique a un

bolus intra-carotidien (ic) de glucose [113, 114]. Par contre, il est présent a la membrane
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d’un grand nombre de neurones, qu’ils soient glucosenseurs ou pas [109]. Ainsi, il existe
d’autres transporteurs impliqués dans ce glucose-sensing, notamment le transporteur
insulino-dépendant GLUT-4 possédé par 75% des GE [109] ou SGLT-1 retrouvé sur 25% des
GE [115].

Les canaux Katp semblent primordiaux dans le fonctionnement des neurones glucosenseurs
étant donné qu’ils permettent la dépolarisation du neurone. Plus récemment, il a été mis en
évidence un role neuroprotecteur contre le glutamate libéré en condition d’hypoglycémie ou
d’hypoxie, via I'’hyperpolarisation induite par I'activation des canaux [116]. Ces canaux Katp
peuvent étre modulés par I’ATP, mais également les acides gras [117], les composés
sulphonurés [110] ainsi que des hormones comme l'insuline [118] et la leptine [119]. Des
animaux invalidés pour Kir6.2, une sous-unité des canaux Karp, conduit a une augmentation
de la fréquence de décharge spontanée des neurones GE du VMH suggérant une altération
compléte du fonctionnement de ces neurones [110]. A l'inverse les neurones de I’ARC ne
semblent pas affectés par cette absence de Kir6.2 et continuent a étre excités en présence

de glucose [105].

Dans le cadre de la physiopathologie, il semblerait que I'intégrité de ces entités moléculaires
soit trés vite altérée durant la mise en place de pathologie du métabolisme glucidique. En
effet, chez des animaux rendus obeses et diabétiques par un régime riche en graisse, on
observe un défaut de sensibilité des canaux Katp a la liaison de I’'ATP dans le VMN, corrélé a
une augmentation de ’ARMm de la glucokinase [102]. De maniére intéressante, la présence

de canaux Katp n’a pas été décelée dans le VMN de rats Zucker génétiquement obéses [120].

Enfin, d’autres parameétres ne sont pas a négliger dans I’'étude des GE comme par exemple la
relation trés forte existant entre astrocytes et neurones. L’astrocyte est une cellule du
systéme nerveux central particuliere qui va avoir une action centrée sur la protection du
neurone. Une de ses particularités est d’entourer les vaisseaux sanguins via ses pieds
astrocytaires ce qui lui assure un contact avec le glucose sanguin. Ainsi, cette cellule posséde
un role nourricier. Elle stocke le glucose sous forme de glycogéne ou le libére vers le neurone
apres l'avoir transformé en lactate via la lactate déshydrogénase A (LDH-A)[121, 122]. Ce
lactate passera dans le neurone a travers le transporteur monocarboxylate-1 (MCT-1) ou il
sera retransformé en pyruvate par la lactate déshydrogénase B (LDH-B). Des GE du VMH

expriment MCT-1 ainsi que LDH-B [109, 123] tandis que les astrocytes expriment le
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récepteur GLUT-2 [124]. Ces mémes neurones s’activent en présence de lactate [125] et
I'injection icv de lactate chez des rats génere, tout comme le glucose, une inhibition de la

production hépatique de glucose [122] (Figure 11).
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Figure 11 : Schéma représentant le mode de fonctionnement des neurones GE

Lors d’une arrivée de glucose périphérique celui-ci peut activer les neurones GE via deux voies, une directe (1) et une
indirecte (2). 1) Le glucose peut rentrer directement dans le neurone via le transporteur GLUT-1/2 et intervenir dans la voie
de la glycolyse via la glucokinase (GK) afin d’aboutir a la formation d’ATP bloquant les canaux potassiques ATP-dépendants
(Katp). La membrane plasmique est alors dépolarisée générant I'ouverture des canaux calcium potassiques. 2) Le glucose
peut également rentrer dans I'astrocyte via le transporteur GLUT-1/2 ou il sera stocké sous forme de glycogéne ou
transformé en lactate via la lactate deshydrogénase A (LDH-A). Ce lactate sort de I'astrocyte et rentre dans le neurone via le
transporteur monocarboxylate-1 (MCT-1) rejoignant la voie de la phosphorylation oxydative faisant suite a la glycolyse.

Les neurones gluco-inhibés (Gl)

A l'inverse des GE, les Gl vont étre excités par une diminution de la concentration en
glucose dans le milieu extracellulaire. On les retrouve dans la partie médiane de I’ARC ou ils
co-expriment NPY [126] ainsi que dans le VMH ou ils représentent 3% des neurones de cette
structure [107]. Dans le LH, ils semblent majoritaire [127] et 95% des neurones orexines sont
hyperpolarisés et inhibés suite a des élévations de glucose [108]. Bien qu’exprimant la
glucokinase pour 40% d’entre eux ainsi que les transporteurs GLUT2 [109], le

fonctionnement de ces neurones Gl reste assez obscur. Les travaux de Song et al. mettent en
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évidence I'activation de canaux chlore particuliers: les Cystic Fibrosis Transmembrane

Regulator (CFTR) [107].

Ainsi, il a été montré dans les Gl du VMH, qu’un senseur particulier nommé I’AMP-activated
protein Kinase (AMPK, voir point 2.2.a) détecte la baisse du ratio ATP/AMP (et donc du
glucose) et active la production d’'un neurotransmetteur particulier, I'oxyde nitrique (NO,
voir point 2.2.c), par la neuronale NO Synthase (nNOS) [128, 129]. Cette réponse des
neurones Gl au glucose est perdue en présence d’inhibiteurs de I'’AMPK et ce senseur

métabolique va inhiber les canaux CFTR [130].

Une grande partie des effets du NO sont médiés via I'activation du récepteur soluble
Guanylyl Cyclase (sGC) et la libération de Guanosine 3',5- MonoPhosphate cyclic (cGMP)
[131]. Il a ainsi été mis en évidence que I'activation de ’AMPK en réponse a une baisse de
glucose, stimulait la libération de NO par la nNOS, ce qui activait le récepteur sGC. La
libération de cGMP par le récepteur sGC permet de maintenir |'activation de I’AMPK qui
inhibe alors le canal CFTR [132]. Cette fermeture empéche le courant entrant de chlore,

dépolarisant alors la membrane et permettant I'activation du neurone (Figure 12).

NO &
nNO cr il
e <

A Y
CETR 14
> N ...'\\ ) SR

\ 27 Y

/' “\:-‘;T, \\ // Dépolarisation "\ - A
I 4 / - \

-

Figure 12 : Schéma représentant le mode de fonctionnement des neurones Gl

Lors d’une baisse de glucose périphérique, les taux de glucose entrant dans le neurone via le transporteur GLUT-1/2 sont
diminués, il ya donc moins de glucose rentrant dans la voie de la glycolyse via la glucokinase (GK) et donc au final moins
d’ATP cellulaire. La baisse du ratio ATP/ADP active 'AMPK qui va inhiber des canaux chlore particuliers : les Cystic Fibrosis
Transmembrane Regulator (CFTR) responsables d’une dépolarisation membranaire. En paralléle, 'AMPK va également
activer la Nitric Oxyde Synthase neuronale (nNOS) qui va libérer du monoxyde d’azote (NO). Ce NO active le récepteur
soluble Guanylyl Cyclase (sGC) induisant une libération de Guanosine 3',5"- MonoPhosphate cyclic (cGMP). Ce cGMP permet
de maintenir I'activation de ’AMPK.
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b) Les cellules gliales

L’évidence d’un réle des cellules gliales dans la détection du glucose a été mise en
évidence dans I’ARC et les régions proches de I’Area Postrema [133]. Une injection intra-
péritonéale (ip) de 2-DG mimant une hypoglycémie périphérique conduit classiquement a
une augmentation du marquage c-Fos (un marqueur d’activité neuronale) dans les neurones
de ces deux régions centrales. Mais ce marquage est réduit respectivement de 50% et 70%
lorsque les animaux sont prétraités avec un inhibiteur spécifiquement glial du métabolisme
des carbohydrates (la methionine sulfoximine). Parmi les cellules gliales, c’est
principalement les astrocytes et les tanycytes qui ont été le plus étudiés. Ainsi, la
réexpression de GLUT-2 spécifiguement dans les astrocytes de souris knock-out pour ce
transporteur suffit a restaurer la production de glucagon en réponse a |'hypoglycémie
générée par le jeline ou le 2-DG [134]. Au sein des astrocytes hypothalamiques, la Connexine
43, un canal participant a la formation des jonctions GAP, a également été impliquée dans la
sensibilité au glucose. En effet, une inhibition de cette protéine par ARN interférents,
spécifiguement au niveau hypothalamique, diminue la production d’insuline en réponse a un
bolus ic de glucose [135]. Au sein des tanycytes, la connexine 43 est également impliquée
dans la détection du glucose via une libération de calcium intracellulaire [136]. Ces cellules
répondent aux fluctuations de glucose [137] et leur destruction par une injection d’alloxane
dans le troisieme ventricule ne génére pas d’hyperglycémie ni d’augmentation de la prise
alimentaire en réponse a une injection systémique de 2-DG. Ces cellules expriment
également la deiodinase de type 2 (D2) au niveau de leur pieds tanycytaires en contact avec
des neurones NPY de I’ARC. Ainsi, le modele souris knock-out pour la D2 n"augmente pas
I’expression hypothalamique de NPY en réponse au jeline générant une diminution de la

prise alimentaire durant la premiére heure de réalimentation [138].

2.2 Les acteurs moléculaires

Bien que les cellules neurales semblent particulierement impliquées dans le métabolisme
glucidique de par leur spécificité et leur localisation, la détection du glucose ne semble pas
dépendre exclusivement de leur recrutement. En effet, certains médiateurs moléculaires,

dont le mode d’action a été mis en évidence dans des organes périphériques, ont une action
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centrale clef dans cette détection du glucose et dans la mise en place de voie de

signalisations spécifiques dirigées vers I'anabolisme ou le catabolisme.

a) AMPK

LAMPK est une serine-thréonine protéine kinase hautement conservée durant
I’évolution. Elle est considérée comme le senseur énergétique cellulaire de I'organisme. On
la retrouve dans tout I'organisme et en particulier dans les organes sensibles au glucose
comme le foie, le coeur, le tissu adipeux, les muscles et le cerveau...[139]. Cette enzyme
existe sous la forme de complexe hétérodimérique composé d’une sous unité catalytique
AMPKa et de deux sous unités régulatrices AMPKB et AMPKy dont chacune possede
plusieurs isoformes permettant de former 12 combinaisons hétérotrimériques différentes
tissus spécifiques. LAMPK va avoir un role de préservation de l'intégrité cellulaire en
réponse a une déplétion en ATP [140]. Ainsi, I’AMPK va étre phosphorylée par une kinase
suppresseur de tumeur (LKB1) [141] ou par la Ca2+/CaImoduline—dependante protein kinase
kinase B (CamKKpB) [142] qui sont elles-mémes activées par I'AMP. A l'inverse, cet AMP
empéche la déphosphorylation de ’AMPK en inhibant I’activité des protéines phosphatases-
2C. Cette phosphorylation de I’AMPK va permettre en place des processus cataboliques afin

de restaurer les taux d’ATP de la cellule.

Au niveau périphérique, '’AMPK favorise le transport insulino-indépendant du glucose dans
le muscle squelettique et le coeur afin de réaliser directement son oxydation [143]. En
paralléle, au niveau du foie, 'AMPK va inhiber la production hépatique de glucose en
agissant directement sur les enzymes de la néoglucogénése comme la glucose-6-
Phosphatase (G6Pase) et la Phosphoénol-pyruvate-CarboxyKinase (PEPCK) [144]. Ainsi,
I'utilisation de formes d’AMPK constitutivement actives dans le foie ont permis de
normaliser la glycémie d’animaux génétiquement obeéses (ob/ob) [145]. En périphérie,
I’AMPK est donc une cible privilégiée dans le traitement du diabéte de type 2. En effet, une
des molécules les plus utilisée dans le traitement de cette pathologie est la Metformine dont

le mode d’action passe par la phosphorylation de 'AMPK [146].

Dans I'hypothalamus, 'AMPK est activée en fonction du statut nutritionnel. Ainsi, son

activité va étre augmentée par le jeline, 'absence de glucose et I'administration d’AgRP
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tandis que la satiété et I'administration d’agonistes aux récepteurs mélanocortines va
I'inhiber [55]. L'AMPK réagissant lors d’un déficit de la balance énergétique, il a également
été montré que l'injection de leptine en intra-péritonéale ou intra-hypothalamique chez des
souris a jeun va diminuer la phosphorylation de I'isoforme AMPKa2 dans le PVN et I'ARC
tandis que l'injection icv d’insuline va réduire son activité de 25 a 40% dans toutes les
régions hypothalamiques. Il a également été montré que la déplétion en ATP causée par le 2-
DG générait une augmentation de la prise alimentaire suggérant une action de cette enzyme
via les neuropeptides POMC/CART et NPY/AgRP. En effet, ’AMPK est colocalisée avec NPY
dans les neurones de I'ARC [147] et son activation par la molécule 5-Amino-4-Imidazole
Carboxamide Riboside (AICAR) injectée en icv entraine une augmentation de la prise
alimentaire [148]. L'expression de formes constitutivement actives de I’AMPK dans
I’hypothalamus génére une hyperphagie et un gain de poids, tandis que I'expression de
dominants négatifs engendre I'effet inverse et notamment une diminution de la libération
de NPY [55]. AMPK hypothalamique semble tout de méme essentielle a la détection du
glucose car le modéle de souris délétée pour I’AMPK dans les neurones a POMC est un
modele d’obésité [149]. La particularité de ce modele réside dans le fait que les neurones a

POMC répondent toujours a l'insuline et a la leptine mais ne sont plus sensibles au glucose.

L'AMPK hypothalamique posséde une implication dans la prise alimentaire, mais agit
également en périphérie via le SNA [150]. Ce phénomeéne est mis en évidence par une
présence anormale de fort taux de catécholamines dans les urines de souris knock-out pour
'AMPKa2, suggérant une modulation anormale du systéme nerveux sympathique. Cette
action de 'AMPK hypothalamique différe en fonction de sa localisation. En effet, I'injection
de l'activateur de I'AMPK, I'AICAR, en icv géneére une augmentation de la sensibilité
périphérique a l'insuline et de la synthése de glycogéne musculaire chez des souris a jeun
[151], tandis que son injection en intra-structurale dans le VMN génére une augmentation

de la production hépatique de glucose en situation d’hypoglycémie [152].

Dans le cadre d’un diabéte de type 2 généré par une alimentation riche en lipides, il a été
mis en évidence une diminution de I’activité basale de I’AMPK hypothalamique ainsi qu’une
insensibilité a la leptine [153]. Dans ce cadre physiopathologique, la voie de signalisation de
'AMPK semble étre compléetement altérée, 'empéchant de jouer son réle de senseur et

contribuant ainsi a la détérioration du métabolisme.
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b) Mammalian Target of Rapamycin (mTOR)

Tout comme I'AMPK, mTOR est une serine-thréonine kinase trés conservée, dont
I'activité controle des points critiques de la croissance cellulaire [154]. Cette kinase existe
sous deux formes multi-protéiques, une contenant la protéine nommeée raptor (mnTORC1) et
I'autre contenant la protéine rictor [155]. Le premier complexe contenant mTORC1 est le
mieux caractérisé et le médiateur majoritaire des actions de mTOR. A l'inverse de 'AMPK,
mMTOR est activée en condition d’exces énergétiques, en particulier par un ratio ATP/AMP
élevé [156] ou par des forts taux d’insuline [157]. En effet, dans le cadre d’une déficience en
nutriments, mMTORC1 inhibe [I'activité de mTOR tandis qu’en condition de surplus
énergétique, il changera de conformation permettant le recrutement et la phosphorylation

de protéines telles que les protéines S6 kinase (S6K) [158].

On retrouve mTOR au sein de I'hypothalamus, et plus particulierement dans les neurones
NPY/AgRP et POMC de I’ARC [159]. Contrairement a I’AMPK, son activité diminue avec le
jeline et augmente avec la prise alimentaire. De plus, mTOR semble étre impliquée dans les
effets anorexigenes de la leptine. En effet, I'injection de leptine en icv est associée a une
augmentation de la phosphorylation de S6K et cet effet anorexigene est aboli par I'injection
concomitante d’inhibiteurs de mTOR [159]. De plus, I'injection d’une forme constitutivement
active de la S6K dans I’hypothalamus améliore la tolérance au froid et protege les animaux
des effets déléteres d’un régime gras tandis que l'injection d’une forme « dominant négatif »

de S6K augmente le poids, la prise alimentaire et diminue la sensibilité a la leptine [160].

De la méme facon que I’AMPK, la signalisation de mTOR est complétement altérée chez des
animaux rendus obéses/diabétiques par un régime gras [161]. Chez ces animaux, on note
gu’une injection icv de leptine ne parvient pas a moduler I'expression de mTORC1 et S6K,
démontrant une altération de la signalisation mTOR cohérente avec I'apparition de

résistance a la leptine dans cette pathologie.

c) Le monoxyde d’azote (NO)

Le NO est un gaz radicalaire, c'est-a-dire qu’il possede un électron libre lui conférant un
fort pouvoir réactif. Identifié comme médiateur biologique en 1987[162], il intervient dans

les voies de signalisation de nombreuses fonctions biologiques dont les plus connues sont la
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vasorelaxation des vaisseaux sanguins [163] ou linhibition de |'agrégation plaquettaire

[164].

Le NO est synthétisé par des Nitric Oxyde Synthases (NOS) classées au nombre de 3. On
retrouve d’une part la NOS endothéliale (eNOS) et la NOS neuronale (nNOS) qui font partie
de la famille des NOS constitutives de I'organisme, et d’autre part la NOS inductible (iNOS)
qui sera synthétisée en réponse a des stimuli pro-inflammatoires [165]. On retrouve ces
différents isoformes des NOS dans tout I'organisme et leurs principales différences résident
dans la synthése du NO [166]. Ainsi ces enzymes catalysent la dégradation de la L-arginine en
L-citrulline + NO. La nNOS et la eNOS libérent du NO de maniere calcium dépendante et
transitoire tandis que la iNOS catalyse la réaction indépendamment du calcium et de facon

prolongée.

Le NO produit a une durée de vie trés courte (de 0.5 a 5 secondes), mais possédant la
particularité d’étre apolaire, il peut facilement diffuser a travers les membranes biologiques
et agir jusqu’a 300 um de son site de synthese [167]. Ainsi ce médiateur posséde deux
actions principales ; I'activation directe d’enzymes comme la Guanylate Cyclase [168], ou sa
combinaison avec des dérivés oxygénés lorsqu’il est produit en grandes quantités,

notamment par la iNOS, lui conférant un réle cytotoxique [165].

Le NO est particulierement étudié dans le cerveau, ou les voies de signalisation NOergiques
vont contréler la libération de neuropeptides [169], mais également la plasticité cérébrale
[170] et la prise alimentaire qui se retrouve diminuée en présence d’inhibiteurs des NOS
[171]. Concernant les voies NOergiques hypothalamiques, outre son effet via les neurones Gl
[172], le NO va également étre impliqué dans la signalisation centrale de I'insuline [173]. En
effet, une injection d’insuline en icv génére une augmentation du rythme cardiaque et du
débit sanguin via la phosphorylation de eNOS. A l'inverse, cette action de l'insuline est
perdue dans un modeéle d’animaux obeéses/diabétiques avec une diminution de 50% de
I'expression de la eNOS (totale et phosphorylée), tandis qu’elle est restaurée chez des
animaux knock-out pour la eNOS mais recevant un donneur de NO en icv. La nNOS
également semble impliqguée dans la physiopathologie diabétique car son expression est
diminuée dans le VMN d’animaux génétiquement obéses [174]. Cette libération de NO
hypothalamique est donc essentielle a la détection du glucose, qu’il soit détecté au niveau

carotidien [175] ou intestinal [176], ce qui est mis en évidence par une altération complete

33



de sa sécrétion dans des modeles physiopathologiques. Dans le cerveau, ce médiateur tient
un role clef dans la transduction des effets centraux vers la périphérie car une production de
NO dans des régions contrélant le SNA, comme le NTS, diminue I'activité sympathique et la

pression sanguine [177].

Enfin, le NO hypothalamique serait également un médiateur des effets des lipides
puisqu’une injection délétere d’acides gras en icv générant une résistance a l'insuline du
foie, serait médiée par la nNOS du VMN [178]. Ainsi, tout en étant indispensable a la
régulation centrale du métabolisme glucidique, la sécrétion de NO est un paramétre
finement régulé qui peut aboutir, lors de perturbations dans sa libération, a la mise en place

de pathologies.

d) Especes Actives de I'Oxygene (EAOs) ou Reactive Oxygen Species (ROS)

Les EAOs sont des espéeces radicalaires dérivées de I'oxygéne. Tout comme le NO, elles
possedent un ou plusieurs électrons célibataires qui leur conferent une capacité a réagir
avec les molécules environnantes afin d’apparier leurs électrons. Ce fort pouvoir oxydant est
corrélé avec une durée de vie extrémement courte de ces espéces. Par contre, le fait
d’arracher un électron va créer un nouveau radical qui pourra ainsi réagir a plus longue
distance du lieu d’émission et propager le signal par réactions radicalaires en cascades dans

I'organisme [179].

Parmi ces EAOs, le précurseur de toutes les autres formes radicalaires est I'anion superoxyde
(O57). Ce radical est peu diffusible et va trés vite former le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) par
dismutation spontanée ou réagir avec le NO dans les cas de stress oxydant. L'H,0, est la plus
stable des EAOs grace a ces deux atomes d’oxygéne portant chacun un électron célibataire.
Ainsi, elle possede une durée de vie beaucoup plus longue et est apolaire ce qui lui permet
de diffuser librement a travers les composants cellulaires. Par la suite, I'H,0, peut subir des
réductions monoélectroniques donnant naissance a d’autres dérivés oxygénés comme le
radical hydroxyle (OH’) qui a son tour réagira avec les chaines d’acides gras polyinsaturées
donnant des radicaux alkyles (R’) et peroxydes (ROO’). Ces derniers sont notamment

responsables de I'effet délétére de la peroxydation lipidique (Figure 13).
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Figure 13 : Genese des EAOs et défenses antioxydantes

Le précurseur des formes radicalaires est I'anion superoxyde (O,”). Ce composé peut réagir avec le monoxyde d’azote (NO)
et former des composés nitrés (ONOO'); ou réagir avec une autre molécule d’anion superoxyde générant du peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) par dismutation spontanée, ou via une enzyme anti-oxydante, la superoxyde dismutase (SOD). Cette
H,0, peut par la suite subir des réductions monoélectroniques générant d’autres dérivés oxygénés tres réactifs comme le
radical hydroxyle (OH’) qui a son tour réagira avec les chaines d’acide gras polyinsaturées donnant des radicaux alkyles (R’)
et peroxydes (ROO’) responsables de la peroxydation lipidique. Afin d’éviter les effets déléteres d’une accumulation d’EAOs,
il existe des systemes de détoxification spécifique comme la catalase qui va transformer I’'H,0, en eau, ou aspécifique
comme la glutathion peroxydase (GPX) et les vitamines.

Les EAOs sont majoritairement produites par la chaine respiratoire mitochondriale (CRM)
[180]. La mitochondrie, qui est un organite intracellulaire essentiel a la survie de la cellule
car elle assure la transformation des substrats énergétiques en ATP, posséde également un
role signalisant via la production d’EAOs mitochondriales (mEAOs). Cette production de
MEAOs se fait de facon proportionnelle a I’entrée de substrat dans la chaine respiratoire et
en fonction de la concentration cellulaire en composé réduit et en oxygéne. Ainsi,
I'acétylCoA, qui est le produit résiduel des différentes voies métaboliques associées a
I’oxydation des nutriments, va subir son oxydation compléte dans le cycle de Krebs au sein
de la mitochondrie [181]. Ce cycle de Krebs permet 'oxydation compléte de I'acétylCoA,
libérant de I'énergie sous forme d’équivalents réduits : NADH,H" et FADH,, des substrats
donneurs d’électrons a la CMR. (Figure 14). Ces deux équivalents réduits vont transmettre
leurs électrons respectivement au complexe | et Il de la CMR. Ces électrons vont ensuite
transiter par le coenzyme Q puis le complexe lll, le Cytochrome C et enfin le complexe IV. Ce
complexe IV permet I'arrivée des électrons jusqu’a I’accepteur final, I'oxygene qui va étre
réduit en eau. Le passage d’électrons a chacun des complexes (I, lll et IV) génére un transfert
de protons vers |'espace inter-membranaire ce qui crée un gradient électrochimique de part

et d’autre de la membrane interne mitochondriale, nommé potentiel de membrane. Ainsi
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rentre en jeu le dernier complexe mitochondriale qui est une ATP Synthase couplée a un
canal entrant a protons. L'énergie dégagée par ce passage de protons permet la synthese
d’ATP a partir d’ADP et de phosphate. Concernant les mEAOSs, leur production est réalisée au
niveau des complexes | et Il par fuite d’oxygéne (2 a 6%). Cet oxygene ne subit pas la
réduction compléte en eau mais plutét une réduction monoélectronique générant I'O,"
[182]. L'implication de ces complexes dans la production d’O,” varie en fonction du tissu
étudié [183], de la nature du substrat et des systémes moléculaires présents dans la
mitochondrie. En effet, il est logique qu’une arrivée massive de substrats augmente la
production de mEAOs en augmentant le nombre d’équivalents réduits et donc de la vitesse
de fonctionnement de la CRM mais cette augmentation de production de mEAQOs se réalise
également en présence de céramides [184]. A l'inverse, les protéines découplantes (UCP),
des canaux a proton court-circuitant I’ATP Synthase, vont diminuer le potentiel de
membrane et ainsi réduire la production de mEAOs [185]. Enfin, ces mEAOs font de la
mitochondrie un véritable senseur métabolique puisque la production d’H,0,
mitochondriale en réponse a un exces de pyruvate dans la cellule va mettre en place des
voies de signalisation dirigées vers le stockage du glucose limitant secondairement I'apport

d’équivalents réduits et donc de mEAQOs [186].

Mais les EAOs sont également produites par les NADPH Oxydases (NOX), des enzymes qui
vont, tout comme la CRM, utiliser des équivalents réduits tels que le NADH,H" et le NADPH,
ainsi que de l'oxygéne [187]. Ces NOX sont composées de cing sous-unités (deux
membranaires et trois cytosoliques), qui s’assemblent sous I'influence de protéines G afin de
sécréter 'O, [188]. Les NOX ont tout d’abord été étudiées dans le contexte de la réponse
immunitaire car elles sont trés largement exprimées dans les neutrophiles et macrophages.
En effet, I'isoforme phagocytaire de la NADPH Oxydase est responsable de la génése du
« burst oxydatif », cet épisode inflammatoire tres violent qui survient en réponse a une
infection par sécrétion massive d’H,0, et OH. Mais les NOX ont également un réle non
négligeable dans la croissance cellulaire [189] et la potentialisation de I’activation de

récepteurs tels que le récepteur a I'insuline [190].
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Aprés passage dans le cycle de Krebs, I'acétylCoA génére des équivalents réduits donneurs d’électrons tels que le NADH,H"

et le FADH,. Ces deux équivalents réduits transmettent leurs électrons respectivement au complexe | et Il de la CRM,
électrons qui vont ensuite transiter par le coenzyme Q puis le complexe I, le Cytochrome C et I'accepteur finale : I'oxygéne
au niveau du complexe IV. Le dernier complexe (complexe V) est une ATP Synthase couplé a un canal a protons entrant
tandis que le passage d’électrons a chacun des complexes (1, Il et IV) génere un transfert de protons vers I'espace inter-
membranaire. Ainsi ce gradient de protons rejoint la matrice mitochondriale via le canal entrant de protons générant la
synthése d’ATP a partir d’ADP et de phosphate. Au niveau des complexes | et lll, |a fuite d’oxygéne (2 a 6%) ne subissant pas
la réduction compléte en eau mais plutét une réduction monoélectronique génére 'O, et est a 'origine de la production
de mEAOs.

Bien qu’ayant un role de molécules signalisantes, les EAOs sont pour certaines extrémement
réactives comme le confirme leur réle de destructeur des pathogénes dans les cellules
immunitaires. L'organisme posseéde donc des défenses antioxydantes, systémes
enzymatiques ou piegeurs d’EAOs, qui maintiennent a un niveau minime la concentration
d’EAOs (Figure 13). La premiére a entrer en action est la Superoxyde Dismutase (SOD), une
enzyme qui assure la transformation de I'O,” en H,0,, et dont I'action est couplée a une
autre enzyme, la catalase, qui transforme I'H,O, en molécule d’eau et d’oxygene. La
Glutation Peroxydase (GPX) assure la méme réaction mais, a la différence de la catalase, elle
n’est pas spécifique de I’'H,0,. En effet, en présence de glutathion réduit, cette enzyme piege

indifféremment tous les radicaux libres en générant du glutathion oxydé. Les vitamines (E, B
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caroténe, vitamine C...) sont également aspécifiques et captent les électrons célibataires

lorsqu’elles sont a I'état réduit.

Les mitochondries ainsi que les NOX sont présentent dans le cerveau et plus précisément
dans I’hypothalamus [191]. Les mEAOs ont clairement été impliquées dans la détection du
glucose dans I’hypothalamus [192]. En effet I'injection intra-carotidienne de glucose (donc
détectable seulement par I’hypothalamus) va générer une libération de mMEAOs
hypothalamiques et en périphérie une augmentation de l'insuline plasmatique. Or si le pic
de mEAOs dans I’ARC est inhibé par des molécules anti-oxydantes, la libération d’insuline n’a
pas lieu en réponse au glucose. Ces résultats sont en adéquation avec les résultats de
Andrews et al. mettant en évidence un taux basal de mEAOs augmenté en réponse au
glucose dans les neurones POMC de I’ARC mais pas dans les neurones NPY/AgRP [193].
Lorsque ce taux de mEAOs hypothalamique est altéré, notamment chez des rats Zucker ou il
augmente, la réponse insulinémique est anormale et il se produit une hypersensibilité au
glucose caractérisée par une hyperinsulinémie pour des doses n’ayant aucun effet chez des
rats non obeéses/diabétiques [194]. Ce role des mEAOs en tant que second messager de
I’hypothalamus est renforcé par leur implication dans le signal satiétogene [195]. En effet,
lors d’une injection ip de triglycérides, il y a une production transitoire de mEAOs
hypothalamiques dans le VMN qui est nécessaire pour générer un effet satiétogene. La co-

administration en icv de molécules anti-oxydantes n’inhibe pas la prise alimentaire.

Concernant les EAOs produites par les NOX, leur production est essentielle afin de générer
I’effet anorexigéne de l'insuline [196]. Comme en périphérie, la NOX hypothalamique libéere
des EAOs en réponse a une injection icv d’insuline, ce qui va permettre son effet
anorexigene. Ces NOX sont également trés importantes pour transmettre les signaux en
périphérie puisqu’il a été montré que leur stimulation dans des régions clefs contrélant le
SNA comme le NTS, Noyau Ventrolatéral Rostral du tronc cérébral mais également

I’hypothalamus allait stimuler I'activité du systéme nerveux sympathique [197, 198].

Ainsi ces EAOs, qu’elles aient une origine mitochondriale ou enzymatique, ont un réle de
molécule signalisante aussi bien en périphérie que dans I’hypothalamus [199]. Mais lorsque
la production d’EAOs dépasse les capacités des défenses antioxydantes il se met en place
une inflammation massive, chronique et délétere pour I'organisme nommé stress oxydant et

particulierement présent dans le cadre d’un diabéte de type 2.
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Ainsi, en 1985, Helmut Sies définit le stress oxydant comme « une perturbation de la balance
molécules oxydantes-molécules antioxydantes en faveur des molécules oxydantes » [200].
Cette surproduction d’EAOs est impliquée dans des oxydations protéiques, des
peroxydations lipidiques et des altérations de I’ADN [201] mais également dans I'activation
de kinases pro-inflammatoires particulierement déléteres pour l'organisme [201]. En
synergie avec le stress du Réticulum Endoplasmique (RE) (voir point 2.3b) et I'augmentation
du taux de céramides (des acides gras déléteres pour le métabolisme), le stress oxydant
géneére |'activation des kinases Jun Kinase (JNK) et IkB Kinase B (IKKB) [202]. Ces deux kinases
vont respectivement étre impliquées dans la diminution de la sensibilité a l'insuline en
interférant directement avec le récepteur a I'insuline [203], ou en engendrant la synthese de
nombreuses cytokines et chimiokines proinflammatoires via le facteur de transcription NFkB
[204] telles que TNFa et IL-6 [205]. Cette inflammation globale de I'organisme a tout
d’abord été caractérisée en périphérie : dans le tissu adipeux [206], le foie [207], le muscle
[208, 209], le pancréas [210]; mais est également particulierement présente au sein de

I’hypothalamus.

Chez des rats nourris avec une alimentation riche en lipides, les voies JNK et IKKB/NFkB
s’activent dans I’hypothalamus [211] allant de paire avec I'augmentation de |’expression des
cytokines proinflammatoires TNFa, IL-6 et IL-1B ce qui entraine une altération de la
signalisation a l'insuline [212]. Une inactivation spécifique de cette voie IKKB/NFkB dans
I’hypothalamus ou spécifiquement dans les neurones AgRP protége de I'obésité et de
I'intolérance au glucose [213]. En amont de cette inflammation chronique, I'inhibition des
EAOs hypothalamiques en excés générant un stress oxydant chez des animaux
obéses/diabétiques conduit a une amélioration du métabolisme glucidique chez ces animaux
[194]. La production des EAOs hypothalamiques est donc finement régulée puisque leur

absence tout comme leur excés géneére des altérations du métabolisme glucidique.

2.3 Les organelles

a) La dynamique mitochondriale

Nous avons vu précédemment ce role des mitochondries en tant que senseur
métabolique par cette capacité a libérer des mEAOs responsables du contréle du
métabolisme glucidique, notamment au niveau hypothalamique. Mais ces organelles sont
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organisées en réseaux tres dynamiques, signifiant qu’elles vont changer de morphologie, de
nombre et de localité en fonction de I’environnement cellulaire afin d’optimiser la fonction
de la cellule [214]. Dans cette plasticité, les processus de fusion et de fission mitochondriales
tiennent une place privilégiée [215]. Si on observe des mitochondries au microscope, on
observe des changements perpétuels de morphologie quelque soit I'organe considéré avec
un équilibre dynamique qui s’établit entre des forces de fusion et de fission [216]. Lorsque la
composante fission prédomine, les mitochondries prennent un aspect granuleux, elles sont
fragmentées petites et trés nombreuses; tandis que lorsque la composante fusion est

majoritaire, elles deviennent longues, filamenteuses et peu nombreuses.

Des travaux de marquage des mitochondries par des fluorophores ont mis en évidence une
fusion des membranes permettant le mélange des composants mitochondriaux tels que les
nucléotides, protéines et complexes respiratoires [217, 218]. Chez les mammiferes, ce
phénoméne est dépendant de deux familles de GTPases, les mitofusines (MFN1 et MFN2)
[219] et Optic-Atrophy 1 (OPA1) [220] qui vont former un complexe protéique au niveau des
membranes mitochondriales et provoquer la fusion de ces dernieres par hydrolyse du GTP.
Les mitofusines et particulierement MFN2 sont particulierement importantes dans
I’établissement d’une interaction mitochondrie-RE nécessaire au bon fonctionnement des
flux calciques indispensables au fonctionnement cellulaire [221]. A l'inverse, |'étape de
fission, également consommatrice de GTP, va faire intervenir une GTPase principale
Dynamine-Related Protein 1 (DRP1) qui est cytosolique et qui va étre recrutée a la
membrane mitochondriale par la protéine Fis1 située sur la membrane mitochondriale. Une
fois transloquée sur la membrane mitochondriale, DRP1 forme un anneau contractile qui va

diviser I'organelle en deux via une hydrolyse de GTP [222] (Figurelb5).

Le métabolisme énergétique influe de maniére importante sur cette dynamique
fission/fusion. En effet, il module I'ultrastructure des mitochondries qui prennent ainsi des
conformations trés différentes seulement 3 minutes aprés I'ajout de 2-DG, composé mimant
une privation énergétique [223]. Cet équilibre fusion/fission va également changer en
fonction des processus de différenciation et va évidemment étre altéré dans de nombreuses
maladies [224]. En paralléle, il a été mis en évidence une corrélation entre cette dynamique
mitochondriale et I'augmentation de la libération d’EAOs [225]. En effet, le processus de
fission est nécessaire afin de générer une production importante d’EAOs induite par fortes

concentrations de glucose. Si le processus de fission est bloqué, cette production d’EAOs ne
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survient pas. Ce phénomeéne est en lien avec une abolition de la fusion par dissipation du
potentiel de membrane [225]. La CRM n’ayant plus d’énergie sous forme de potentiel de
membrane, la forme filamenteuse des mitochondries n’est plus requise pour transmettre

cette énergie a travers toute la cellule [226].

Cette dynamique mitochondriale est donc primordiale dans la détection du glucose, et plus
particulierement au niveau hypothalamique. En effet ces dernieres années, l'utilisation
d’animaux knock-out ou de siRNA a pu considérablement faire évoluer I'étude de cet
équilibre fusion/fission en agissant sur les acteurs GTPasiques (Figure 16). Ainsi I'absence de
DRP1 par injection intra-structurale de siRNA dirrigés contre la proteine DRP1 dans le VMN
et ’ARC empéche la production de mEAOs en réponse a une injection ic de glucose et altére

la réponse insulinémique et satiétogene [227].

Figure 15 : Dynamique Mitochondriale (d’apres [228]).

Le phénomeéne de fusion fait intervenir deux types de protéines GTPases, Optic-Atrophy 1 (OPA1) et les mitofusines (Mfn)
formant un complexe protéique au niveau des membranes mitochondriales afin de les fusionner par hydrolyse du GTP.
Le phénomeéne de fission a lieu via le recrutement a la membrane de la GTPase cytosolique Dynamine-Related Protein 1
(Drp1) par la protéine membranaire Fis1. DRP1 forme alors un anneau contractile qui va diviser I'organelle en deux via une
hydrolyse de GTP.

Les mitochondries des animaux ayant recu le siRNA présente une diminution de I'activité de
la CMR en réponse aux substrats ce qui place DRP1 au centre de la signalisation mEAQOs-
hypothalamique induite par le glucose. En paralléle, Claret et al. met en évidence une
diminution hypothalamique de MFN2 chez des animaux obéses/diabétiques tandis qu’une
injection d’adénovirus exprimant cette GTPase permet d’améliorer ce phénotype [229].
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Comme attendu, les animaux déficients pour la MFN2 dans les neurones a POMC vont
présenter un phénotype obése doublé d’'une hyperphagie, une résistance a la leptine, une
diminution de la dépense énergétique et une altération des neurones a POMC. Au sein de
ces neurones POMC, cette absence de MFN2 induit une réduction des interactions
Réticulum Endoplasmique-mitochondrie, ainsi qu’un dysfonctionnement des mitochondries
qui est caractérisé par une augmentation de la production des EAOs. A l'inverse, cette
absence de MFN2 dans les neurones AgRp protége les animaux de I'obésité induite par un
régime riche en gras [230]. Cette protection étant principalement due a une diminution des
taux d’ATP intacellulaires générant une activité électrique aberrante de ces neurones AgRP

et présumant ainsi une altération mitochondriale.

Figure 16 : Modeles d’étude de I'équilibre
fission/fusion (d’apres [228]).
Dans le cas d’'un modele de souris knock-out pour les
Wi mitofusines (Mfn-null), les mitochondries ne peuvent plus
fusionner et restent a I'état granuleux, fragmentées, elles

sont petites et tres nombreuses.

No fusion No fission . . . o )
A l'inverse lors de I'ajout de siRNA dirigé contre la molécule
Dynamine-Related Protein 1 (Drpl), les mitochondries

restent a I'état de fusion et sont donc longues,
Drp1-RNAI

filamenteuses et peu nombreuses.
b) Le Reticulum Endoplasmique (RE)

Le RE est une organelle intracellulaire clef dans la synthése et la maturation des
protéines, mais c’est également une importante réserve de calcium et en lien avec les
mitochondries il va avoir un réle important dans le métabolisme [231]. Concernant sa
composante sécrétrice, le RE vérifie la bonne conformation des protéines et dirige les « non-
réparables » vers un systeme de dégradation nommé Endoplasmique-Reticulum-Associated-
Dégradation (ERAD) [232]. Lorsque la quantité de protéines anormales est tres importante,
les capacités du RE sont dépassées et il se produit un stress du RE. Ce stress du RE, au méme

titre que le stress oxydant, va étre impliqué dans linflammation de « bas bruit »
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caractéristique du diabete de type 2, par activation de kinases proinflammatoire (JNK, IKKB,

NFkB... etc) et par induction de génes pro-apoptotique.

Le stress du RE en lien avec la pathologie diabétique est retrouvé dans la majorité des
organes périphériques [233]. Ainsi, au sein du pancréas, ce stress du RE en lien avec une
augmentation du stress oxydant, génere un dysfonctionnement de la cellule B conduisant a
I'apoptose [234]. Au sein du tissu adipeux, ce stress du RE induit une inflammation
importante par productions de nombreuses cytokines proinflammatoires [235], tandis qu’il
est a l'origine d’une insensibilité a linsuline dans le foie et le muscle entrainant
respectivement une production hépatique de glucose [236] et une diminution du transport
du glucose [237]. Son rb6le est particulierement important dans |’hypothalamus car
I'induction d’un stress du RE spécifiguement dans cette région centrale génére des
caractéristiques d’un diabéte de type 2 [238]. L’injection en icv de Thapsigargin, un
inhibiteur des pompes a calcium du RE induisant un stress, génere en trois jours une
intolérance au glucose et a I'insuline, couplée a augmentation de la production hépatique de
glucose et de I'activité du SNA. A l'inverse, une injection icv de TUDCA, un inhibiteur du
stress du RE, chez des animaux rendus obéses/diabétiques par un régime gras améliore les
parameétres précédemment cités. Ce stress du RE est également présent dans le modele
génétique d’animaux obéses/diabétiques db/db [176]. En effet, ces souris knock-out pour le
récepteur de la leptine présentent une augmentation des marqueurs du stress du RE dans
I'intestin mais également dans I’hypothalamus. Ce processus inflammatoire est impliqué
dans l'altération de la voie NOergique hypothalamique en réponse au glucose intestinale,
conférant au stress du RE et a I'inflammation hypothalamique, un role clef dans la genése de

la pathologie diabétique.

3. Interrelation Hypothalamus-Tissus Périphériques et Tissus Périphériques-
Hypothalamus dans le contréle de la glycémie en conditions normales et

pathologiques

Dans un contexte physiologique, nous avons vu que [|’hypothalamus recoit des
informations issues de la périphérie qui vont moduler I’activité neuronale. Ainsi des signaux
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« dits rapides » tels que les afférences nerveuses issues du tractus digestif et/ou de senseurs
ainsi que des signaux dits « a long terme » telles que l'insuline, la leptine... stimulent
I’hypothalamus , qui, en retour, élabore une réponse appropriée, dirigée vers les tissus cibles
périphériques via le SNA, afin de maintenir la glycémie stable (Figure 17). Une perturbation
de cette boucle de régulation aussi bien dans I'intégration neuronale, la transmission via le
SNA ou la réponse périphérique, va générer une altération du maintien de cette glycémie

[239].

Hormones

Messages
Nerveux

MNutriments

_ —

Tissus Adipeux

Figure 17 : Schéma intégré de la régulation de la glycémie

Dans la physiologie générale, I’hypothalamus regoit des informations issues de la périphérie telles que des hormones
(insuline, leptine ...), des afférences nerveuses et des métabolites (glucose ...) qui vont modifier I'activité neuronale
hypothalamique. L’hypothalamus génere une réponse transmise aux tissus périphériques, majoritairement sous contréle du
systéme nerveux autonome (SNA). Les tissus ciblés sont le tissu adipeux brun (BAT), le tissu adipeux blanc, le pancréas, le
foie et les muscles. Des ajustements constants dans cette boucle de régulation permettent de maintenir la glycémie stable.

a) Le pancréas

Dans le contréle du métabolisme glucidique, le pancréas sécréte les deux hormones
historiques régissant le maintien de la glycémie, l'insuline et le glucagon. Cet organe est
composé de cellules spécialisées organisées en filots cellulaires et nommées les Tlots de

Langerhans.
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Insuline

Au sein de ces ilots, les cellules majoritaires sont les cellules B, sécrétrices d’insuline.
Comme nous I'avons vu précédemment, I'augmentation de glucose sanguin va étre détectée
par ces cellules et générer I'exocytose des vésicules d’insuline (voir figure 10). Cette
libération d’insuline s’effectue également sous l'influence du SNA, et plus particulierement
du systéeme nerveux parasympathique [240]. Le récepteur de l'insuline est principalement
exprimé sur le foie, le muscle et le tissu adipeux, a travers lesquels elle induit son action
anabolisante [241]. L’action la plus connue de l'insuline est sa capacité a diminuer la
glycémie en activant la translocation a la membrane de transporteurs au glucose sur des
organes insulino-sensibles tels que les muscles ou le tissus adipeux. Ce transporteur insulino-
dépendant se nomme GLUT4 et va conduire a la synthése de glycogene dans le muscle, une
forme de stockage du glucose, via la glycogénogenése et stocker le glucose sous forme de
lipide, via la lipogénese, dans le tissu adipeux. L'insuline va également favoriser la

glycogénogenese dans le foie et inhiber la néoglucogenese.

Au niveau central, il a été prouvé que linsuline traversait la BHE par un systéeme de
transporteurs saturables [242, 243] et que son récepteur était fortement exprimé au sein du
SNC [244]. Ainsi, une injection d’insuline dans le 3° ventricule (ciblant ainsi I’'hypothalamus)
ou dans le 4° ventricule (ciblant ainsi le NTS) va générer une diminution de la production
hépatique de glucose [245, 246] et augmenter la synthése de glycogéne musculaire [151].
Cette action de linsuline centrale sur la glycémie via la modulation de la production
hépatique de glucose passe par le SNA car elle est perdue chez des chiens ayant subi une
vagotomie [247]. l'action directe de I'insuline sur les organes spécialisés dans le stockage du
glucose est donc renforcée par son action centrale. Mais cette action centrale est
primordiale puisque des animaux invalidés pour les récepteurs a l'insuline seulement dans
les neurones (souris NIRKO) présentent une hyperphagie et une insulino-résistance [248].
Les mémes résultats sont trouvés en invalidant ce récepteur dans I’"hypothalamus [249]. Ce
phénotype est en accord avec la modulation de neurones par I'insuline comme les neurones
POMC qui sont stimulés par une injection ip d’insuline [250]. Ces mémes neurones verront
leur libération d’a-MSH augmenter en réponse a une injection icv d’insuline tandis que la
libération de NPY sera diminuée dans I’ARC [251, 252]. Cette action centrale de I'insuline est
perdue dans un modeéle d’animaux rendus obéses par un régime riche en gras mais
retrouvée lorsque la nourriture devient plus équilibrée [253].
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Ainsi, I'insuline circulante oriente I'organisme vers des actions anaboliques via une action
centrale, mais des messagers circulants vont également agir sur la sécrétion d’insuline via
I’hypothalamus. En effet, la stimulation électrique du nerf vague ou du LH induit la libération
d’insuline par les cellules B pancréatiques, action qui est exacerbée en condition
d’hyperglycémie [254]. Un réseau d’afférences nerveuses issues des papilles, de la sphére
gastro-intestinale [255] et de la veine hépatoportale [256] va donc atteindre I’"hypothalamus
et générer une sécrétion d’insuline sous controle du systéme nerveux parasympathique. Un
pic d’'insuline, bien que modeste, a lieu avant que le glucose atteignent I'estomac, anticipant
ainsi I’hyperglycémie post-prandiale [257]. Les régions hypothalamiques qui semblent
participer a ce controle de la sécrétion d’insuline, en plus du LH sont I’ARC et le PVN car une
injection de glucose en ic génére un marquage c-Fos dans ces deux régions, suivi d'une
libération d’insuline [124]. Au sein de I'ARC, les neurones a NPY sont impliqués dans la
libération d’insuline puisqu’une injection icv de NPY induit en 6 jours une hyperinsulinémie
méme chez des animaux mangeant la méme quantité d’aliments que des controles non

injectés (pair-fed) [258].

Au sein de I’'hypothalamus, une injection de glucose en ic génére une production de mEAOs
et engendre en 1 minute un pic d’insuline périphérique sans modifier la glycémie [192]. La
co-administration de molécules antioxydantes spécifiques (catalase) ou aspécifiques (trolox)
inhibe ce pic d’insulinémie suggérant un role clef de ces mEAOs dans le controle de la
libération d’insuline. Durant un diabéte de type 2, cette sensibilité au glucose est
completement altérée et on observe une hypersensibilité de I’hypothalamus caractérisée
par une production de mEAOs en réponse a des faibles doses de glucose [194]. Dans la
physiologie, une injection ic de glucose a 3mg/kg ne génére pas de pic d’insuline tandis que
chez des rats Zucker, I'insulinémie augmente transitoirement, en lien avec un statut redox
altéré. Lorsque ce statut redox est restauré grace a un traitement chronique de gluthation
pendant trois jours, une sensibilité au glucose physiologique est retrouvée. Ces résultats
sont en corrélation avec les neurones GE hypothalamiques. En effet, les POMC semblent des
candidats idéales pour faire partie des GE hypothalamiques [106] et leur altération conduit a

la pathogeneése diabétique [259].

Parmi les messagers nutritionnels autre que le glucose, une augmentation des taux de

lipides par injection intra-jugulaire (ciblant le cerveau) va également générer une libération
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d’insuline sous controle du systéme nerveux parasympathique [260] tout en générant une

production de mEAOs hypothalamiques [195].

Glucagon

Au sein des flots de Langerhans, le pancréas sécrete également une hormone dont les
effets sont les exacts opposés de ceux de l'insuline, le glucagon libéré par les cellules a. En
effet, une fois libéré dans la circulation sanguine en réponse a une baisse de la glycémie, il va
engendrer des actions tournées vers le catabolisme telles que la libération de glucose via la
glycogénolyse et la néoglucogenése [261]. Tout comme l'insuline, le glucagon passe la BHE
et son récepteur est exprimé dans I'hypothalamus [262, 263]. Etrangement, le glucagon
possede les mémes effets que I'insuline en central sur la prise alimentaire puisqu’il engendre
un effet satiétogéne [264]. L'inhibition de la prise alimentaire semble due a une libération de
CRF impliguant I'axe hypothalamo-hypophysaire mais ce mode de régulation du glucagon
reste encore a identifier [265]. Il est pourtant établit que cette hormone posséde une action
directe sur les neurones hypothalamiques puisqu’elle inhibe I’activité électrique de neurones
glucosensibles du LH sans affecter ceux du VMH [262]. Concernant le métabolisme
glucidique, le glucagon injecté en icv va avoir un effet hyperglycémiant [266], hyperglycémie
qui est exacerbée lorsque les taux injectés sont tres élevés et similaires aux taux retrouvés
chez des animaux obeses/diabétiques [267]. Cette action hypothalamique du glucagon est
perdue si le modéle a subit une sympathectomie ou une adrénalectomie bilatérale,
renforcant le réle du SNA et de I'axe hypothalamo-hypophysaire dans ce contréle cerveau-

périphérie du métabolisme glucidique.

Tout comme l'insuline, la sécrétion du glucagon est contrdélée par I’hypothalamus. Ainsi, une
chute de la glycémie est détectée au niveau de la veine portale, générant une augmentation
de I'activité du SNS ciblant les cellules a du pancréas qui libérent du glucagon [268]. Cette
libération de glucagon en réponse a une hypoglycémie peut étre bloquée par une injection
de glucose dans le VMN et restaurée si de facon concomitante a cette injection intra-VMN
de glucose, est également injecté un antagoniste des récepteurs GABA, [269]. L'acteur
hypothalamique impliqué dans cette détection au niveau du VMN semble étre le NO [172].

En effet, une injection intra-VMN de L-NMMA (un inhibiteur des NOS) ralenti le
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rétablissement d’une euglycémie en réponse a une hyperinsulinémie et diminue le taux

d’adrénaline plasmatique, un reflet de I'activité sympathoadrénergique.

Ainsi via son action endocrine, qu’elle soit directe sur les organes permettant |'adaptation
rapide de I'organisme aux fluctuations de glucose, mais également indirecte sur les neurones
du systéeme nerveux central, le pancréas contribue de facon non négligeable a la régulation
de la balance glucidique. En paralléle, la libération de ces deux hormones est tres finement
contrélée par I'hypothalamus, sous contréle du SNA et en réponse aux différents stimuli

périphériques informant en temps réel sur le statut énergétique de I'organisme.

b) Le foie

Le foie est un organe primordial dans le contréle du métabolisme glucidique. Il est le
principal organe de stockage et de production de glucose pour le reste de I'organisme.
Pendant un repas, le glucose absorbé par I'intestin va transiter vers le foie via la veine porte
hépatique. Au sein de celle-ci se trouve des systemes de détection au glucose qui assurent
un relais nerveux vers le NTS et I’hypothalamus, informant ainsi le cerveau sur les stocks de

glucose [270].

Le foie est un organe insulino-sensible, c’est-a-dire qu’il va étre capable de stocker le glucose
sanguin en réponse a une sécrétion d’insuline par le pancréas. Ainsi durant la période
postprandiale qui peut se prolonger jusqu’a 2 heures aprés un repas, la glycémie va
augmenter et 10 a 25% du glucose ingéré est stocké dans les hépatocytes [271]. C'est le
transporteur de glucose GLUT2 qui permet cette entrée massive de glucose en fonction de
son gradient de concentration dans I’hépatocyte. Une fois entré dans la cellule hépatique, le
glucose est phosphorylé par une glucokinase (GK) en glucose-6-Phosphate (G6P),
I’empéchant ainsi de ressortir de la cellule. En condition de je(ine, la GK est séquestrée dans
le noyau par la Glucokinase Regulatory Protein (GCKR). Les concentrations élevées de
glucose [272] et I'insuline [273] vont la transloquer dans le cytoplasme afin qu’elle synthétise
du G6P, molécule au carrefour de différentes voies métaboliques dont la glycolyse mise en
place pour produire de I'énergie cellulaire et la glycogénogénése pour stocker le glucose

dans la cellule.
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Ainsi, une fois formé, le G6P peut étre directement oxydé, comme dans la majorité des
organes, et transformé en molécules de pyruvate et d’ATP. Cette oxydation du glucose se
nomme la glycolyse. Elle est stimulée par I'insuline et ’ADP au niveau d’enzymes clefs telles
gue la GK, la Phosphofructokinase, la Pyruvate Kinase et la Pyruvate Déshydrogénase (Figure
18). Par la suite, la phosphorylation oxydative réalisée au sein de la mitochondrie va

permettre de synthétiser de I’ATP au niveau de la CRM.
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Figure 18 : Glycolyse

Le glucose entre dans I'hépatocyte par diffusion passive via le récepteur GLUT-1/2. Celui-ci est ensuite transformé en
Glucose-6-Phosphate par la Glucokinase et s’engage dans la voie de la glycolyse pour aboutir a la formation de pyruvate. Ce
composé subit ensuite la phosphorylation oxydative au sein de la mitochondrie afin de générer de I'ATP. L’insuline va
controler ce processus de glycolyse au niveau de 4 enzymes principales, la Glucokinase, la Phosphofructokinase, la
Pyruvate-Kinase et la Pyruvate Deshydrogénase.

Lorsque les stocks d’ATP cellulaires sont suffisants, le G6P va s’orienter vers la voie de
stockage de l'organisme; la glycogénogenése, une voie métabolique qui synthétise du
glycogene, un polymeére de glucose (Figure 19). L'enzyme terminale de cette synthése est la
Glycogene Synthase (GS) qui va étre déphosphorylée (donc activée) par l'insuline, le G6P, et
des protéines telles que la Protéine Phosphatase 1 (PP1) tandis qu’en paralléle I'enzyme
réalisant la réaction inverse, la glycogéne phosphorylase (GP), sera inactivée [274]. En
condition de diabéte, cette glycogénogéneése est moins effective. En effet des souris rendues
obéses/diabétiques présentent des taux de glycogéne et d’enzymes de la glycogénogeneése

moins élevés [275].
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Dans le cas d’un jeline, les taux d’ATP cellulaires s’épuisent, la glycémie sanguine diminue et
le foie, le principal producteur de glucose en cas d’hypoglycémie, met en place la lyse de ses
stocks de glycogenes, la glycogenolyse (Figure 19). Cette voie métabolique est notamment
activée en réponse au glucagon, a I'adrénaline et a I’AMPK qui agissent principalement sur la
GS en la phosphorylant [276]. Le G6P généré est transformé en glucose par la Glucose-6-
Phosphatase (G6Pase) et peut ainsi rejoindre la circulation sanguine via GLUT2. Cette G6Pase
hépatique est primordiale puisqu’elle permet cette sortie de glucose de I’hépatocyte, ce qui
la différencie par exemple de la cellule musculaire qui réalise aussi la glycogénolyse mais ne
possede pas cette enzyme clef. Son expression est induite par le je(ine et inhibée par ’AMPK

[277].
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Figure 19 : Glycogénogenese et Glycogénolyse
Le glucose entre dans I'hépatocyte par diffusion passive via le récepteur GLUT-1/2. Au sein de cette cellule il est transformé
en Glucose-6-Phosphate par la Glucokinase puis entre dans la voie de la glycogénogenése afin de générer la forme de
stockage de glucose, le glycogene. Cette voie de synthése est stimulée par I'insuline qui va activer la Protéine Phosphatase
1 (PP1), favorisant I'activité de I'enzyme terminale de la glycogénogenese : la Glycogene-Synthase. La lyse du glycogene afin
de générer du glucose est la Glycogénolyse, voie métabolique stimulée par 'AMPK, le glucagon et I'adrénaline qui vont
activer la Glycogene-Phosphorylase et inhiber PP1. L’enzyme terminale de la glycogénolyse est la Glucose-6-Phosphatase

qui va transformer le Glucose-6-Phosphate en glucose, lui permettant de sortir de I’'hépatocyte afin de rejoindre la
circulation sanguine.

La derniére voie métabolique permettant de produire du glucose dans des phases de je(ine
prolongé est la néoglucogenése. La mise en place de cette voie permet au foie de créer du
glucose a partir de substrats non-glucidiques comme le lactate/pyruvate (d’origine
majoritairement musculaire), les acides aminés et le glycérol (d’origine adipeuse) qui
arrivent dans les hépatocytes via la veine porte (Figure 20). Cette étape métabolique a lieu

également dans le rein qui contribue pour 10% du glucose produit et dans I'intestin ou elle a
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surtout un rdle de voie de signalisation [278]. Ainsi, le foie est le principal organe produisant
du glucose pendant le je(ine [279]. Il va étre stimulé directement par le glucagon, les
glucocorticoides et l'adrénaline qui vont générer une libération d’AMPc modulant
I'expression d’enzymes clefs comme la PhosphoEnol-Pyruvate CarboxyKinase (PEPCK) ou
leurs activités comme la Fructose-1,6-biphosphatase [280, 281]. L'enzyme PEPCK a
longtemps été considérée comme I'enzyme limitante de la néoglucogenese. Son expression
étant physiologiquement inhibée par I'insuline, cette enzyme est constamment en activité
durant un diabéte de type 2 et serait en partie responsable de la production hépatique de
glucose constante caractéristique de cette pathologie [282]. La G6Pase posséde également
un réle clef. En effet, cette enzyme hépatique terminale pour la production hépatique de
glucose (glycogénogenése et néoglucogeneése) se situe dans le RE et va étre recrutée dans le
cytoplasme en réponse a une augmentation d’AMPc par exemple [283]. Chez des animaux
obéses/diabétiques, il a été montré que son activité est augmentée [284]. et son inhibition
dans le foie de rat redirige le glucose vers la voie glucogénogénique, en faisant une cible

potentielle dans le traitement du diabete de type 2 [285].
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Figure 20 : Néoglucogenése

La néoglucogenése est la synthese de glucose a partir de substrats non glucidiques comme le pyruvate, le lactate, les acides
aminés ou le glycérol arrivant au niveau de I’hépatocyte via la veine porte hépatique. Cette voie métabolique est inhibée
par I'insuline au niveau d’une enzyme clef, la PhosphoEnol-Pyruvate CarboxyKinase (PEPCK) tandis qu’elle va étre stimulée
par le glucagon, I'adrénaline et les glucocorticoides au niveau de trois enzymes clefs; la PEPCK, la Fructose-1,6-
biphosphatase et la glucose-6-phosphatase. L’enzyme terminale de la néoglucogenese est la Glucose-6-Phosphatase qui
génere le glucose libéré dans la circulation via le transporteur GLUT-1/2.
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S’ajoute a ce controle endocrine par le systeme insuline/glucagon, un contréle nerveux de la
sphere hépatique sous la dominance du cerveau. En effet, le foie est largement innervé par
le SNA, et plus particulierement les hépatocytes qui sont directement en contact avec les
fibres parasympathiques et sympathiques démontrant un contréle nerveux direct de la
production hépatique de glucose [286]. Cette riche innervation va engendrer des actions
anaboliques telles que la glycogénogenése via le SNP tandis que les phénomenes de

catabolisme (glycogénolyse et néoglucogenéese) seront médiés par le SNS [279].

L’hypothalamus est largement impliqué dans ce contréle du foie via le SNA puisque la
stimulation électrique du VMN [287] ainsi que l'activation directe des fibres nerveuses
sympathiques hépatiques [288, 289] génére une augmentation de la production hépatique
de glucose par augmentation de l'activité des enzymes GP et G6Pase. Le méme effet est
retrouvé chez des animaux ayant subi une adrénalectomie ou lors d’une stimulation directe
du SNS. A l'inverse, la stimulation électrique du LH va diminuer le glucose sanguin par
activation de la GS et inhibition de la PEPCK [288, 289]. Une activation directe des fibres
nerveuses parasympathiques hépatiques produisent également une baisse de la production
hépatique de glucose Au niveau machinerie moléculaire de I’'hypothalamus, les canaux Katp,
abordés dans les chapitres précédents, semble posséder un réle clef puisqu’une injection icv
d’un bloqueur de ces canaux empéche la suppression de la production hépatique de glucose
médiée par l'insuline avec des augmentations d’expression d’enzymes hépatiques clefs telles

gue G6Pase et PEPCK [290].

Dans la détection du glucose, s’ajoute a ces deux noyaux hypothalamiques (VMN et LH), la
veine hépato-portale. En effet, en réponse a un repas riche en carbohydrates, le gradient
glucidique négatif artére/veine porte produit une captation du glucose par le foie [291]. Ce
phénoméne est complétement perdu chez des chiens ayant subit une dénervation compléte
du foie [292]. Cette détection du glucose par la veine hépato-portale contréle également
Iutilisation du glucose par les muscles, le BAT et le cceur [293]. En effet, la perfusion de
glucose dans la veine hépato-portale a une dose correspondant a la production endogene de
glucose pendant le stade post-prandial, génére une hypoglycémie et une augmentation de
I'utilisation du glucose par les muscles oxydatifs via une voie de signalisation en partie
indépendante de l'insuline. Ces données suggerent une implication de cette détection
hépato-portale dans le controle de I'hyperglycémie post-prandiale. Des travaux de cette
méme équipe mettent en évidence le réle de GLUT-2 dans la détection du glucose au niveau
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de la veine hépato-portale car I'expérience précédement citée d’injection de glucose en

veine porte ne génere pas d’hypoglycémie chez des animaux GLUT-2 knock-out [294].

Un organe longtemps considéré comme une simple voie de passage des nutriments, la
sphere gastro-intestinale, est en fait le premier lieu de détection du glucose. En effet,
comme mentionné précédemment, la présence d’aliment au niveau des papilles va générer
une légere hyperinsulinémie afin de préparer I'organisme a la phase post-prandiale. Mais au
sein de I'estomac et de l'intestin, la présence de glucose va engendrer la libération de
molécules nommeées les incrétines comportant notamment le Glucagon Like Peptide-1 (GLP-
1) [295]. Le GLP-1 est synthétisé et sécrété par les cellules entéroendocrines L de l'intestin
mais également dans le tronc cérébral [296]. Cette configuration révele une sécrétion de
GLP-1 dans l'intestin en réponse a une arrivée de glucose, ce qui va ainsi activer des
afférences vagales générant au niveau du cerveau et plus précisément au niveau
hypothalamique, une libération de GLP-1 [297]. Ce GLP-1 central, en condition
hyperglycémique, va stimuler la sécrétion d’insuline tout en générant une résistance a
I'insuline musculaire transitoire [298]. Ce blocage de la captation du glucose par les muscles
permet indirectement une augmentation de la synthése de glycogene hépatique et prépare
ainsi les réserves de glucoses pour palier a des situations de jeline. Le GLP-1 est également
un acteur clef dans le phénomeéne de détection de glucose par la veine hépato-portale [299].
La co-administration de glucose et d’'un antagoniste du GLP-1 (I'Exendin-9) en veine porte
inhibe I'hypoglycémie post-prandiale et la clairance du glucose. Cette absence d’effets est
retrouvée chez des animaux invalidés pour le récepteur au GLP-1, plagant le GLP-1 au centre

de la détection du glucose hépato-portale.

c) Les muscles squelettiques

Les muscles représentent 30% du poids du corps et tiennent par conséquent une
place non négligeable dans le métabolisme de I'organisme. Gros consommateurs de glucose,
ils vont utiliser prés d’un tiers du glucose sanguin dans des voies métaboliques telles que la
glycolyse pour son utilisation directe ou la glycogénogenése afin d’établir des réserves [300].
Le muscle possede quasiment la méme machinerie enzymatique que le foie, excepté la GK
remplacée par une Hexokinase qui va étre inhibée par des taux trop élevés de G6P et qui est
donc saturable. Tout comme le foie, il peut faire de la glycogénogenese et de la
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glycogenolyse mais ne peut libérer du glucose dans la circulation sanguine car il ne possede
pas la G6Pase. Ainsi, le glucose musculaire ne sera utilisé que pour le propre métabolisme de

cet organe.

Cette entrée du glucose dans le muscle est sous la dépendance de I'insuline qui va induire la
translocation a la membrane du transporteur GLUT4. C’'est le premier organe touché par le
phénoméne d’insulino-résistance caractéristique du diabéte de type2 qui va se traduire par

une diminution de GLUT4 a la membrane [301].

Les muscles sont également sous la dépendance du cerveau via le SNA [302]. En effet,
I'injection de leptine (voir point suivant) ou d’orexine dans le VMN va générer une
augmentation de la captation de glucose dans le muscle via le SNS et les récepteurs B2-
adrénergiques [71, 303]. Cette voie de régulation stimule également la voie de l'insuline
[304]. Ainsi, cette convergence d’effets sur I'entrée de glucose dans le muscle via une voie
de signalisation hypothalamus-SNA-récepteurs B2-adrénergiques est donc particulierement

intéressante dans le contréle du maintien de la glycémie.

Concernant les acteurs hypothalamiques impliqués dans le métabolisme glucidique
musculaire, le GLP-1 central possede une place privilégiée. En effet, une perfusion intra-
gastrique (ig) de glucose ne modifiant pas la glycémie périphérique, et donc n’engendrant
pas d’hyperglycémie périphérique, va générer une augmentation du marquage c-Fos dans le
NTS, une diminution dans les noyaux hypothalamiques VMN, DMN et ARC ainsi qu’une
augmentation de la synthése de glycogéne musculaire [297]. Cette action sur le muscle est
perdue chez des animaux recevant en icv une injection d’Exendin 9 mais également chez des
animaux knock-out pour le récepteur GLP-1 renforcant le réle de ce GLP-1 central. La méme
expérience réalisée chez des animaux obéses/diabétiques révéle une détérioration de cet

axe intestin-cerveau-muscle et de cette action centrale du GLP-1.

En paralléle, une injection icv d’Exendin 4, un agoniste des récepteurs au GLP-1, génere une
diminution de I'activité des NOS et de la concentration des EAOs hypothalamiques, corrélées
a une augmentation des molécules antioxydantes [305]. Ces effets hypothalamiques
engendrent, sous clamp hyperglycémique, une diminution du flux sanguin périphérique sous
contréle du SNA. Une diminution de ce flux sanguin périphérique est associée a une

diminution de l'utilisation périphérique du glucose. Ces effets sont perdus chez des animaux
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subissant de facon concomitante a l'injection d’Exendin 4, une injection icv d’Exendin 9 ou

d'HzOz.

d) Les tissus adipeux

Les tissus adipeux sont la plus grande réserve de lipides de Il'organisme. lls
permettent de palier a une déficience énergétique durant un jeline en libérant des acides
gras dans la circulation sanguine. Parmi les tissus adipeux, sont retrouvés les classiques
tissus adipeux blancs nommés White Adipose Tissue (WAT) dont les deux principaux sont le
tissu adipeux viscéral et le tissu adipeux sous-cutané ; mais également un tissu particulier, le

tissu adipeux Brun nommeé Brown Adipose Tissue (BAT).

Le BAT, contrairement au WAT, possede des adipocytes non spécialisés dans le
stockage, mais gorgés de mitochondries et transformant I’'excédant énergétique en énergie
thermique [306]. La CRM de ces mitochondries contient un canal particulier UCP1, qui
comme nous I'avons vu précédemment, va dissiper le gradient de protons, ne générant donc
pas de production d’ATP mais libérant de la chaleur. Cet organe est particulierement
impliqué dans la dépense énergétique car des animaux ayant subit une délétion d’UCP1
présente un phénotype obeése [307]. La dissipation d’énergie sous forme de chaleur est
stimulée par l'insuline et le froid mais I'activité du BAT est également largement contrélée
par le cerveau. En effet, I'injection de BDNF dans le PVN et le VMN va stimuler la dépense
énergétique [308, 309] via le SNS [310]. Ce tissu présente la particularité d’étre inductible a
partir d’adipocytes de WAT via une cascade transcriptionnelle faisant intervenir le facteur de
transcription PRDM16, un acteur déterminant dans cette plasticité des tissus adipeux [311].
Le BAT est en effet une piste prometteuse dans le traitement du diabéte puisque la greffe de
BAT chez une souris rendue diabétique par un régime gras a permis de restaurer le

métabolisme glucidique [312].

Longtemps considéré comme un simple organe de stockage des lipides, le WAT va
effectivement mettre en réserve le glucose sanguin en excés sous forme de gouttelette
lipidique (lipogenése), mais il va également intervenir dans I'homéostasie glucidique en
sécrétant dans la circulation sanguine des facteurs biactifs nommés adipokines. Le caractere

endocrine du tissu adipeux a été mis en évidence par des expériences de parabioses
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réalisées par Coleman dans les années 60 et résumées dans un récent article [313]. Cette
expérience consiste a mettre en contact le tissu cutané de deux animaux afin de permettre
la diffusion de facteurs humoraux de l'un a l'autre. La circulation d’une souris db/db
(n’exprimant pas le récepteur a la leptine [314]) a ainsi été croisée avec celle d’une souris
normale générant le décés de cette derniére par une absence totale d’alimentation. « Le
facteur » sécrété par le tissu adipeux de la souris db/db, mais n’ayant aucun effet chez elle,
était donc responsable de cette absence de prise alimentaire chez la souris normale. En
effet, les souris db/db possédent des taux de leptine circulants trés élevés auxquels elles
sont totalement insensibles puisqu’elles ne possedent pas le récepteur. Par contre, la souris
normale est sensible a ces forts taux de leptine qui vont engendrer une inhibition de la prise
alimentaire et aboutir a la mort de I'animal. Suite a cette expérience historique, de
nombreuses découvertes d’adipokines ont permis de placer I'adipocyte comme une
véritable cellule sécrétoire qui régule de maniére autocrine son propre métabolisme

glucidique mais également celui de I'organisme.

La leptine

La leptine, découverte en 1994, est considérée comme la premiere adipokine mise en
évidence et impliquée dans le métabolisme énergétique [315]. Cette adipokine est le produit
du géne ob (communément appelé «géne de [I'obésité ») et est sécrétée
proportionnellement a la masse de tissu adipeux, elle est ainsi considérée comme un reflet
de 'adiposité. Par contre, les souris mutantes délétées pour le géne ob (ob/ob) sont obéses

[316].

La leptine se fixe sur son récepteur OB-R qui existe sous plusieurs formes. Une forme
tronquée, courte qui va étre largement exprimée dans les tissus périphériques et dans les
plexus choroides ou il semble avoir plutét un réle de transporteur, notamment un role de
transporteur a travers le liquide céphalo-rachidien [317]. Ainsi la leptine va passer la barriére
hémato-encéphalique grace a un systéme de transporteurs saturables [318] qui seront
diminués en condition de privations énergétiques et au contraire augmentés en condition de
prise alimentaire [319]. A l'inverse, la forme longue sera plutét retrouvée dans le SNC et plus
particulierement dans I'hypothalamus [320]. Grace a ces deux isoformes, la leptine exerce
de multiples réles dans I'organisme et les souris ayant subit une délétion pour le géne de ce
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récepteur (db/db) présente un phénotype obése et diabétique [314]. La délétion
spécifiguement dans I’"hypothalamus de ce récepteur va générer un phénotype similaire avec
toutefois une stabilisation de I'adiposité par rapport aux animaux totalement délétés pour

OB-R, suggérant une compensation par d’autres régions cérébrales [321].

En périphérie, la leptine va engendrer la phosphorylation de ’AMPK, aussi bien dans le foie
gue dans le muscle, stimulant ainsi la glycolyse et la sensibilité a I'insuline [322]. Dans les cas
d’hypoleptinémies, une injection de leptine améliore effectivement la sensibilité a I'insuline,
par contre dans les cas d’hyperleptinémies souvent caractéristiques d’une résistance a

leptine, ces injections se révelent inefficaces [323, 324].

La principale action centrale de la leptine est son inhibition de la prise alimentaire [325]. Il y
a en effet une corrélation entre I'expression de la leptine et le statut nutritionnel avec une
diminution des taux dés 12h de jelne [326] tandis que I'expression du géne ob va étre
augmentée avec la prise alimentaire ou aprés une injection d’insuline [327]. La leptine va par
la suite modifier I'activité neuronale dans I’ARC, le VMN, le DMN et le NTS [328, 329]. En
cohérence avec son action anorexigene, la leptine va générer une inhibition des neurones
NPY/AgRP et une stimulation des neurones POMC/CART [46]. En paralléle, la leptine agit
également sur la dépense énergétique qui sera augmentée lors de son injection dans le PVN,
I’ARC et le VMN [330]. Cette action serait principalement médiée par le SNS vers les organes

réalisant la thermogeneése tels que le BAT et le muscle.

La particularité de la leptine dans le cerveau est son inhibition de '’AMPK dans le PVN et
I’ARC [55], action inverse de celle qu’elle réalise en périphérie. En effet, une injection icv
d’AICAR va inhiber I'action de la leptine sur la prise alimentaire et la dépense énergétique.
Dans le cadre d’un diabéete de type 2, le passage de la leptine a travers la barriere hémato-
encéphalique semble diminuer, on parle de résistance a la leptine car celle-ci ne peut plus
agir au niveau de I'hypothalamus [331]. Un lien fort existe également entre EAOs
hypothalamiques et leptine puisque les taux d’EAOs dans les neurones a POMC sont corrélés
positivement aux taux de leptine plasmatique [332]. Cette corrélation est complétement

perdue chez des animaux obéses/diabétiques.
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Adiponectine (ou Acrp30)

L'adiponectine est une des rares adipokines dont la sécrétion est inversement
proportionnelle a la masse du tissu adipeux mais positivement corrélée avec la sensibilité a
I'insuline [333]. Ses taux sont significativement augmentés aprés une restriction alimentaire
et son injection en périphérie va diminuer le poids corporel sans affecter la prise alimentaire
[334]. En accord avec ces résultats, les souris knock-out pour I'adiponectine présente une

résistance a 'insuline [335].

Les effets de I'adiponectine sont médiés via deux récepteurs couplés a une protéine G:
AdipoR1 et AdipoR2. Le récepteur AdipoR1 est plutdt exprimé sur le muscle squelettique
tandis que AdipoR2 sera retrouvé sur le foie [336]. Ces deux récepteurs sont également
retrouvés dans I’hypothalamus et plus précisément dans les neurones du PVN ainsi que dans
les neurones POMC/CART et NPY/AgRP de I’ARC [337, 338]. Ces deux récepteurs sont
également retrouvés sur les micro-vaisseaux cérébraux et dans le liquide céphalo-rachidien
suggérant un roéle dans le passage de l|'adiponectine a travers la barriere hémato-

encéphalique [339].

Tout comme la leptine, I'adiponectine va phosphoryler 'AMPK et améliorer la sensibilité a
I'insuline [340]. L'adiponectine diminue également la production hépatique de glucose en
agissant directement sur I'expression d’enzymes clefs de la néoglucogenése comme PEPCK
et G6Pase [341], et augmente |'entrée de glucose dans les muscles [340]. Elle possede enfin
des propriétés anti-inflammatoires suggérant un roéle protecteur dans les prémices

d’installation d’un diabéte [342].

Au niveau central, I'adiponectine augmente la dépense énergétique et en agissant dans le
PVN via le systeme mélanocortine et AdipoR2 [343]. Mais certains travaux mettent en
évidence qu’une injection icv engendre la phosphorylation de I’AMPK [338], en complete
contradiction avec ceux établissant que cette méme voie d’injection diminue la prise
alimentaire via AdipoR1 [344]. La présence d’AdipoR1 sur la glande pituitaire, impliquant
ainsi la voie neuroendocrinienne, et présence de ces deux récepteurs impliquant des voies
de signalisations différentes dans des régions différentes expliquent ces divergences d’effets
et restent a étudier [345]. Son action dans I'hypothalamus reste toutefois une piste
prometteuse dans le traitement de pathologies du métabolisme glucidique tels que le
diabéte de type 2. En effet, I'injection chronique en icv d’adiponectine pendant 4 semaines
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chez des animaux sous régime riche en gras améliore la sensibilité a I'insuline, diminue la
production hépatique de glucose et le poids corporel et augmente la dépense énergétique

sans toutefois modifier la phosphorylation de I’AMPK [346].

Apeline

L'apeline est une nouvelle venue dans la famille des adipokines. Découverte en 1998 par
I’équipe de Tatemoto [347], elle ne fit caractérisée comme adipokines qu’en 2005 [348]. Il
existe plusieurs formes d’apeline issues d’un propeptide de 77 acides aminés qui va étre
sécrété puis clivé en différents fragments tels que I'apeline-36, 'apeline-17 et I'apeline-13. A
la différence de la leptine et de I'adiponectine dont 'origine est quasiment exclusivement
adipocytaire, I'apeline est exprimée dans tous les organes [349]. Elle est notamment
exprimée dans I’hypothalamus ce qui lui confére une originalité toute particuliére [350]. En
effet I'apeline est libérée en tant que neurotransmetteur par les neurones a POMC de I’ARC
[351], mais également par les neurones a vasopressine et a ocytocine qui se projettent du

PVN sur I’lhypophyse [352].

L’apeline se fixe sur son récepteur couplé a une protéine Gi/o nommé APJ [353]. Ce
récepteur est retrouvé quasiment dans tout I'organisme avec une forte densité pour
I’hypothalamus et plus particulierement dans le PVN et 'ARC [354, 355]. On retrouve
également APJ sur les plexus choroides, suggérant un role dans le passage de la BHE bien
que I'apeline est assez petite pour potentiellement pouvoir passer au niveau de I'éminence
médiane. En effet, la forme majoritaire dans le plasma et dans I’"hypothalamus est I'apeline-
13, forme composée uniquement de 13 acides aminés [349]. Ainsi, une injection d’apeline
en intra-péritonéale va augmenter le marquage c-Fos hypothalamique (dans le PVN et le LH),
et dans le tronc cérébral, suggérant que l'apeline plasmatique peut cibler des structures
cérébrales [356]. L'apeline est donc une molécule particulierement intéressante puisqu’elle
peut agir au niveau du cerveau en tant que neurotransmetteur mais pourrait également agir
en tant qu’adipokine sécrétée en périphérie et atteignant le cerveau via la circulation

sanguine.

La littérature indique que le couple apeline—APJ est impliqué dans de nombreuses voies de

signalisation ce qui lui confere de nombreux réles biologiques; une implication dans
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I'angiogénese [357], un role anti-inflammatoire dans le contréle de I'immunité [358], une
action sur la sphere cardiaque [359, 360] et gastro-intestinale [361-364]. Parmi les voies de
signalisations impliqguées, nombreuses sont celles ayant un lien avec le métabolisme
glucidique. En effet, I'apeline va générer I'activation de ’'AMPK [365], la libération de NO via
la eNOS [366], la phosphorylation de la p70S6k suggérant une possible implication de la
proteine mTOR (voir point 2.2 b) [367] et une augmentation de |'activité mitochondriale
[368]. Son role clef dans le métabolisme glucidique est mis en valeur par un lien étroit avec
I'insuline. L'apeline va étre sécrétée en réponse a une injection d’insuline [369] tandis que
I'injection d’apeline sur des il6ts pancréatiques diminue la production d’insuline [370]. Ainsi,
une injection d’apeline en périphérie lui confére un réle antidiabétique sur différents
organes. Elle va notamment améliorer la sensibilité a I'insuline et la captation du glucose au
niveau du muscle squelettique et du tissu adipeux aussi bien chez des souris normales
gu’obéses/diabétiques [365]. Un traitement a I'apeline de deux semaines chez des souris
insulino-résistantes restaure la sensibilité a I'insuline tandis que des souris ayant subies une
délétion du gene de I'apeline ont une diminution de leur sensibilité a I'insuline [371]. Ce
méme traitement d’apeline injectée pendant deux semaines a des souris obéses/diabétiques
va diminuer leur poids corporel en augmentant |'activité thermogénique du BAT et

I’expression d’UCP1 [372].

Cette adipokine est paradoxale car en condition d’obésité et de diabete, ses taux sanguins
vont augmenter aussi bien chez I'homme que la souris [348] mais une injection aigue
d’apeline va améliorer la sensibilité a I'insuline et diminuer I’"hyperglycémie de souris obéses
diabétiques [365]. La périphérie de ces animaux est donc toujours sensible a I'apeline et ce
contexte suggére une implication du cerveau sur le contréle du métabolisme glucidique dans

I’action de ce peptide.

Concernant son role dans le cerveau, le couple apeline-APJ semble plutot présent au niveau
des neurones mais bien que ses taux astrocytaires soient faibles, il entretient néanmoins une
relation avec ce type cellulaire puisqu’il est impliqué dans leur maturation [373]. L'apeline a
été mise en évidence dans le cerveau pour son action neuroprotectrice [373], mnésique
[374] et dans la genése de la douleur [375]. De nombreuses voies de régulation, parfois
antagonistes semblent impliquées dans ces nombreuses actions. Au niveau hypothalamique,
I’apeline va avoir une implication neuroendocrinienne puisque le modeéle de souris déficient
pour APJ a une diminution de la libération d’ACTH en réponse a un stress hypoglycémique

60



[376]. En parallele, I'apeline a clairement été mise en évidence pour ses propriétés
diurétiques via son expression dans les neurones a vasopressine, une injection icv d’apeline

inhibant ces neurones et activant la diurése [377].

Bien que 89% des neurones immuno-marqués par des anticorps anti-apeline expriment
POMC et que plus de la moitié des neurones POMC de I’ARC expriment 'ARN du récepteur
APJ [351], le rOle de I'apeline dans la prise alimentaire reste peu claire. Une étude montre un
effet orexigene chez des rats nourris [378], tandis qu’un effet anorexigene, logique avec la
nature des neurones impliqués, semble étre prédominant mais est perdu chez des animaux
obeéses diabétiques [379, 380]. Dans le cadre du controle du métabolisme glucidique, la voie
NOergique, déja démontrée dans le muscle squelettique, a également été mise en évidence
dans I'hypothalamus. En effet, I'injection icv d’apeline chez la souris nourrie diminue la
glycémie via une phosphorylation de la eNOS [381]. En paralléle, une injection d’apeline
dans le PVN augmente |'activité du BAT via le SNS [382]. Une voie de signalisation
récemment mise en évidence semble impliquer les EAOs dans les effets de I'apeline puisque

son injection sur des neurones en culture stimule I'activité de la NADPH oxydase [383].

Chez des animaux présentant un diabéte de type 2, les taux hypothalamiques d’apeline sont
augmentés [351], en corrélation avec I'augmentation des taux sanguins. Ainsi, I'injection icv,
a une souris normale, de forts taux d’apeline, similaires a ceux retrouvés dans les
hypothalami d’animaux obeéses/diabétiques, génére des caractéristiques d’un diabéte de
type 2 tels qu’une hyperglycémie et une hyperinsulinémie a jeun [381]. Ces animaux
présentent également une augmentation du marquage c-Fos dans le VMN suggérant une
implication de cette structure hypothalamique dans ces effets déléteres. Ce méme
traitement exacerbe I'hyperglycémie a jeun d’animaux obéses/diabétiques démontrant qu’a
la différence de la leptine, il n’y a pas de résistance hypothalamique a I'apeline dans le cadre
d’un diabéte de type 2 et qu’au contraire, des forts taux d’apelines hypothalamiques

semblent impliqués dans la mise en place de cette pathologie.

Pour finir, les taux apelinergiques plasmatiques murins ont été dosés sur 24h et ont permis
de montrer une régulation circadienne avec des taux augmentés durant la phase nocturne,
période majoritairement dédiée a la prise alimentaire chez ces animaux. Ces taux
plasmatiques augmentés durant Ila prise alimentaire pourraient donc atteindre

I’hypothalamus et stimuler le métabolisme glucidique vers une diminution de la glycémie
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post-prandiale [381]. Cette cyclicité dans la sécrétion de I'apeline est perdue chez des
animaux obeses/diabétiques avec des taux sanguins d’apeline trés important qui pourraient

étre responsables des forts taux hypothalamiques.
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Partie 3 : Impact de I’Apeline Hypothalamique dans la transition
d’un état normal a un état diabétique

1. Objectifs

Il est maintenant prouvé que lors d’un diabéte de type 2, les taux d’apeline sont augmentés
aussi bien en périphérie [348] que dans I’hypothalamus [351]. Précédemment dans notre
équipe, nous avons pu mettre en évidence que l'injection en icv de forts taux d’apeline,
similaires a ceux retrouvés dans les hypothalami d’animaux obéses/diabétiques, généraient
une hyperglycémie a jeun, une des caractéristiques du diabete de type 2 [381]. Les voies de
signalisation impliquées dans ces effets hyperglycémiants ainsi que les tissus périphériques

ciblés par ces forts taux d’apeline hypothalamique n’avaient pas été identifiés.

Mes différents objectifs de thése ont été :

1) d’identifier I’acteur moléculaire hypothalamique impliqué dans les effets de ces

forts taux d’apeline hypothalamique.

Nous nous sommes intéressés aux EAOs hypothalamiques, molécules clefs dans le contréle
hypothalamique du métabolisme glucidique. Ces médiateurs originaux sont impliqués dans
la détection hypothalamique du glucose [384] et sont libérés par des neurones en réponse a
une injection d’apeline [383]. Dans le cas d’un diabéte de type 2, leur libération
hypothalamique est altérée [194] et pourrait contribuer a I'inflammation hypothalamique

retrouvée dans cette pathologie [385].

2) de déterminer le lien entre I’hypothalamus et la périphérie médiant I'action de
I’apeline hypothalamique en nous intéressant plus particulierement au SNA et au

foie.

Durant cette étude, nous avons utilisé deux modeles de souris, un modeéle aigu d’animaux
sains recevant les forts taux d’apeline en icv, et un modele chronique de surexpression de
I'apeline par des lentivirus dans un noyau spécifique de I’hypothalamus: le VMN. Nous
avons focalisé nos recherches sur la production hépatique de glucose car le foie est le
principal organe impliqué dans la libération de glucose durant le jeGne et celle-ci est

profondément altérée dans le cadre d‘un diabete de type 2 [386]. En paralléle, nous avons
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étudié I'activité du SNA car celui-ci est contr6lé par des noyaux hypothalamiques et controle
le métabolisme glucidique des organes périphériques, notamment la production hépatique

de glucose, le placant comme intermédiaire clef entre I’hypothalamus et le foie.

3) d’observer si ces effets sont conservés, voir amplifiés, chez des animaux

obéses/diabétiques.

Nous avons donc réalisé toute I'étude précédemment citée sur I’hypothalamus, le SNA et le
foie, sur un modele physiopathologique de diabéte de type 2 induit par une alimentation

riche en graisse.

L’'ensemble de ce travail a permis de mettre en évidence, dans un modele intégré,
I'implication de I'apeline hypothalamique dans la genése d’une voie EAOs hypothalamiques-

SNA-foie.
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2. Résultats

Au début de ce travail de thése, I'apeline avait été mise en évidence dans notre laboratoire
comme étant une adipokine, une sécrétion adipocytaire libérée dans la circulation sanguine
et dont les taux sont augmentés dans le cadre d’un diabéte de type 2 [348]. Cette apeline a
ensuite été décrite comme améliorant le métabolisme glucidique aussi bien chez des souris

normales que chez des animaux obéses/diabétiques via une injection iv [365].

En paralléle, I'apeline est également libérée par les neurones POMC au sein de
I’hypothalamus, une région cérébrale clef dans le contréle du métabolisme glucidique [351].
Des travaux du laboratoire ont montré qu’une injection de faibles taux d’apeline en icv chez
une souris nourrie va diminuer la glycémie [381]. Cette injection est sans effet lorsque les
animaux sont a jeun ou obéses/diabétiques. Par contre, les taux hypothalamiques d’apeline
sont augmentés durant un diabéte de type 2 et I'injection de forts taux d’apeline, similaires

aux taux hypothalamiques d’animaux obéses/diabétiques, génere une hyperglycémie a jeun.

Identification de I'acteur moléculaire hypothalamique : H,0,

Dans un premier temps, nous avons vérifié que I'hyperglycémie générée par I'injection icv
d’apeline était imputable a I'apeline. Les animaux ont été mis a jeun pendant 6 heures et
avant l'injection d’apeline, nous leur avons administré en icv un antagoniste du récepteur
APJ (le seul récepteur connu de I'apeline) nommé F13A. Cette post-injection a annulé les

effets hyperglycémiants de I'apeline.

Par la suite nous nous sommes intéréssés aux acteurs hypothalamiques potentiels médiant
ces effets de I'apeline. De nombreuses publications mettent en évidence I'implication des
EAOs dans les effets hyperinsulinémiants du glucose [192], et également comme médiateur
neuronal des effets de I'apeline [383]. Nous avons donc administré en icv du trolox (une
molécule anti-oxydante dérivée de la vitamine E) chez des animaux a jeun avant l'injection
d’apeline. Cette injection de trolox inhibe I'effet hyperglycémiant de I'apeline permettant de
caractériser les EAOs comme médiateur potentiel des effets de I'apeline. Le trolox n’est pas
spécifigue d’'une EAO en particulier, afin de discriminer plus précisément la molécule
antioxydante impliquée, nous nous sommes focalisés sur I’'H,0,, 'EAO la plus stable et donc

majoritairement impliquée dans les effets biologiques [387]. La libération hypothalamique
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d’H,0; en réponse a I'apeline a donc été étudiée ex vivo sur des hypothalami maintenus en
survie. Nous avons tout d’abord mesuré la sécrétion d’H,0, en réponse a |'apeline via une
technique classique de dosage a I'amplex red (une sonde colorimétrique), mais également
via une technique originale de mesure en temps réel nommeée I'ampérométrie. Ainsi, nous

avons pu caractériser I'H,O, comme médiateur hypothalamique des effets de I'apeline.

Détermination du lien entre I’hypothalamus et la périphérie : SNS et Foie

Dans le but d’identifier le lien entre I’"hypothalamus et la périphérie ainsi que I'organe cible,
avons étudié le SNA ainsi que le foie, principal organe a libérer du glucose dans les situations
de je(ine par glycogénolyse et néoglucogenése. Ces deux voies métaboliques ont été
étudiées en réponse a 'apeline icv avec ou sans post-traitement au trolox. L’apeline injectée
en icv augmente la glycogenolyse hépatique ainsi que la néoglucogénése générant ainsi
I'effet hyperglycémiant a jeun. En paralléle, les taux de noradrénaline plasmatiques sont

augmentés, mettant en lumiéere une activation du SNS.

Dans une précédente étude, notre équipe a « régionalisé » les effets de I'apeline dans
I’hypothalamus démontrant que l'injection de forts taux d’apeline en icv augmente le
marguage c-Fos de neurones présents dans le VMN [381]. Nous avons donc surexprimé
I'apeline dans ce noyau hypothalamique afin d’évaluer si cette surexpression pouvait
générer les caractéristiques d’un diabete de type 2. Pour cela, des animaux sains ont regu en
intra-structural dans le VMN des lentivirus surexprimant I'apeline. Ces animaux présentaient
une hyperglycémie a jeun, une intolérance a l'insuline, une production hépatique de glucose
augmentée ainsi qu’un taux important de noradrénaline plasmatique. L'ensemble de ces
caractéristiques est présente dans le cadre d’un diabete de type 2, faisant de ces animaux un

bon modéle de cette pathologie.

Amplification de la voie H,0, hypothalamique-Foie dans un modéle physiopathologique

Enfin, nous étudié cette voie « H,0, hypothalamique-SNA-foie » afin d’évaluer si elle était
toujours conservée dans un modele physiopathologique de diabéte généré par une
alimentation riche en gras. L'injection icv d’apeline chez des animaux obéses/diabétiques

génére une hyperglycémie a jeun exacerbée dle a une augmentation de la production
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hépatique de glucose par glycogénolyse. En parallele et en ex vivo, les taux hypothalamiques
d’'H,0, sont également augmentés en réponse a l'apeline. Cette voie est donc toujours
conservée et méme amplifiée chez un modéle d’animaux obéses/diabétiques. Ces résultats
sont directement imputables a I'apeline car un traitement icv journalier pendant 15 jours au
F13A (un antagoniste du récepteur a I'apeline) de ces animaux a permis d’améliorer ces

parameétres.
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Innovation

Central apelin is known to control glycemia in a dose-
dependent manner. In the brain, a slight physiological in-
crease of apelin stimulates a hypothalamic nitric oxide
(NO) pathway, which results in an increase in peripheral
glucose utilization. On the contrary, a high increase in
central apelin, similar to that observed in obese/diabetic
mice, provoked fasted hyperglycemia in normal mice. We
demonstrate that central apelin participates in the estab-
lishment of a type 2 diabetes state by modulating the re-
lease of reactive oxygen species in the hypothalamus.
Consequently, the autonomic nervous system provokes an
over-activation of glycogenolysis and gluconeogenesis in
the liver, resulting in fasted hyperglycemia.

from the normal to diabetic state. First, apelin expression is
increased in the hypothalamus of obese/diabetic mice (42).
Second, acute and chronic intracerebroventricular (icv) injec-
tions of a high quantity of apelin (similar to that observed in
obese/diabetic mice) in fasted normal mice induce type 2
diabetes symptoms such as hyperinsulinemia, hyperglyce-
mia, glucose intolerance, and insulin resistance (11). This re-
sult suggests that hypothalamic apelin may control liver
glucose metabolism, thereby controlling glucose release via
glycogenolysis and/or gluconeogenesis in fasted state. Re-
inforcing this hypothesis, we clearly demonstrated that cen-
tral apelin exerts its glycemic effect by targeting the
ventromedial hypothalamic nuclei (11), a region whose elec-
trical stimulation triggers the activation of hepatic glycogen-
olysis and gluconeogenesis via the ANS (44, 49).

One molecular target of apelin actions is the reactive oxy-
gen species (ROS) such as hydrogen peroxide (H,O,). Finely
balanced mitochondrial ROS (mROS) production may be at
the core of proper metabolic maintenance, and unbalanced
mROS production, which is largely documented, might be an
important trigger of metabolic disorders (15, 23). Data from
literature demonstrate that apelin increases the production of
ROS in neuronal cells culture (57). In the brain, hypothalamic
hyperglycemia increases mROS hypothalamic production,
which, in turn, stimulates peripheral hyperinsulinemia,
thereby supporting the implication of brain mROS in the
control of glucose homeostasis (24). Under metabolic dys-
function, mitochondpria are considered the principal source of
H,0; (2), and an elevated mitochondrial H,O, emission is a
primary cause of insulin resistance (2, 15).

Thus, unraveling the hypothalamic apelin to liver axis in-
volved in the onset of type 2 diabetes appears to be of major
importance. However, the downstream molecular pathways
and functional effects of hypothalamic apelin on the liver re-
main to be established. Given the well-established role of
central apelin in the control of glycemia, we tested here the
possibility that hypothalamic apelin positively regulates he-
patic glucose production. To address this hypothesis, we used
pharmacological and genetic approaches to increase hypo-
thalamic level of apelin in normal and high-fat diet (HFD)
obese/diabetic mice. These experiments allowed us to ex-
amine whether the increased levels of hypothalamic apelin is
sufficient to modify hypothalamic ROS/H,0O, production
and, consequently, hepatic glucose release via ANS.
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Results

Antioxidants counterbalanced icv apelin-induced
fasted-hyperglycemia in mice

We confirmed here that acute apelin icv injection provoked
fasted hyperglycemia in normal mice (Fig. 1A) (11). Since ROS
are potential targets of apelin action, we injected icv apelin in
mice previously treated with an antioxidant, trolox at 1 mM.
At this concentration, trolox is able to prevent hyper-
insulinemia generated by glucose-induced hypothalamic ROS
production (8). Treatment with icv trolox completely pre-
vented apelin-induced hyperglycemia (Fig. 1A, B). All icv
conditions did not modify food intake during re-feeding
(Supplementary Fig. S1A; Supplementary Data are available
online at www liebertpub.com/ars) and plasma apelin levels
(Supplementary Fig. S1B), demonstrating that (i) icv apelin
did not modify the behavior of animals after injection and (ii)
the specificity of central apelin action on glucose homeostasis.

Apelin stimulates hypothalamic ROS
production in mice

The implication of ROS/H,0, in the control of glucose
metabolism in normal and physiopathological states is well
established (15). To determine whether hypothalamic apelin
requires an H,O,-dependent signaling pathway, our first ap-
proach used an indirect method of detection of HyO, release by
hypothalamus in response to apelin. We demonstrated that
apelin significantly increased H,O, release (Fig. 1C). Based on
this result, we developed for the first time in hypothalamic
explants a method using specific amperometric probes that
was highly and specifically sensitive to HO, in order to detect
its release in real time (54). As observed in Figure 1D, apelin
rapidly increased hypothalamic H,O, release from 2 to 20 min.
This effect was completely blunted by trolox, thereby dem-
onstrating the existence of an hypothalamic apelin/H,0O,
signaling pathway (Fig. 1D). It is well established that the
majority of hypothalamic ROS implicated in rapid signaling
pathway have a mitochondrial origin (3). Data from literature
show that hypothalamic NADPH oxidase is implicated in the
control of energy homeostasis (i.e., food intake) via ROS pro-
duction (19). To test whether NADPH oxidase could be a
major enzymatic target of hypothalamic apelin action, we
tested the effect of icv diphenyleneiodonium (DPI), an inhib-
itor of NADPH oxidase, on glycemia. icv DPI injection failed to
counterbalance hyperglycemia induced by icv apelin (Fig. 1E).

Central apelin controls glycemia via APJ receptor

Nowadays, there is only one known apelin receptor called
AP]J. To determine the specificity of icv apelin on glycemia, we
treated mice with F13A, an APJ antagonist (26). Acute icv F13A
injection blocked icv apelin-induced hyperglycemia (Fig. 1F).

Central apelin stimulates glycogenolysis
and gluconeogenesis via hypothalamic
ROS production and the ANS in mice

During fasting, the liver is the principal organ able to re-
lease glucose via the activation of glycogenolysis and/or
gluconeogenesis. The brain, and more specifically the hypo-
thalamus, contributes to the regulation of liver glucose me-
tabolism during fasting via the ANS. To test whether
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FIG. 1. Central apelin induces fasting hyperglycemia via hypothalamic hydrogen peroxide (H,O,) production in
normal mice. (A) Effect of acute intracerebroventricular (icv) apelin injection on blood-glucose-fasted mice (1=10) com-
pared with artificial cerebrospinal fluid (aCSF)-injected fasted mice (n=9), to Trolox-Apelin-injected fasted mice (1n=6) and
to Trolox-aCSF (Trolox)-m]ected fasted mice (n=8). (B) The average area under the curve (AUC) associated with the
previous fasted blood glucose. *p<0.05 Apelin versus Control; °p<0.01 Apehn versus Control; “p<0.05 Apelin versus
Trolox-Apelin; “p<0.05 Apelin versus Trolox; ®p<0.001 Apelin versus Control; p<0.01 Apelin versus Trolox; p<0.01
Apelin versus Trolox-Apelin. (C) Ex vivo hypothalamic H,O, release measured by indirect enzymatic detection in fasted
mice after injection of apelin (7=10) or krebs- -ringer solution (1=10); *p<0.05. (D) Ex vivo hypothalamic H,O, release
measured by real-time amperometrlc detection in fasted mlce after injection of apelin (n= 5) or aCSF (n=5) or Trolox-
Apelin (n 4) or Trolox (n=4). *p<0.05 Apehn versus Control; °p<0.05 Apehn versus Trolox; “p<0.01 Apelin versus Trolox-
Apehn 9p<0.01 Apelin versus Control; °p<0.01 Apelm versus Trolox; 'p<0.001 Apelin versus Trolox-Apehn (E) Effect of
acute icv apelin injection on blood glucose-fasted mice (n=10) compared with aCSF-injected fasted mice (n=9), to di-
phenyleneiodonium (DPI)-Apelin-injected fasted mice (n=6) and to DPI- aCSF (DPI)-injected fasted mice (n=6). The ad-
jacent bar graph represents the average AUC. *p<0.05 Apelin versus Control; °p <0.01 Apelin-DPI versus Control; “p<0.01
Apelin versus Control; “p<0.01 Apehn versus DPI; °p<0.05 Apehn -DPI wversus DPI; 'p<0.001 Apelin versus Control;
8p<0.001 Apelin-DPI versus Control; "p <0.05 Apelin versus DPI; 'p<0.01 Apelin-DPI versus DPI; Jp<0.05 Apelin-DPI versus
Control. (F) Effect of acute icv apelin injection on blood-glucose-fasted mice (1=10) compared with aCSF-injected fasted
mice (1=9), to F13A-Apelin-injected-fasted mice (n=7) and to F13A-aCSF (F13A) injected fasted mice (1n=5). The adjacent
bar graph represents the average AUC. “p<0.05 Apehn versus Control; °p<0.01 Apehn versus Control; p<0.05 Apelin
versus F13A; ‘p<0.05 Apehn versus F13A-Apelin; ®p<0.001 Apelin versus Control; p<0.01 Apelin versus F13A-Apelin;
8p<0.01 Apelin versus F13A; "p<0.001 Apelin versus F13A-Apelin.
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hypothalamic apelin/ROS triggers fasted hyperglycemia by
mechanisms involving the liver, we measured the conse-
quence of icv apelin+trolox on glycogenolysis and gluco-
neogenesis in fasted mice. An acute icv injection of apelin
decreased hepatic glycogen content as observed by histolog-
ical (Fig. 2A, B) and biochemical (Fig. 2C) measurements.
Consistent with the effect observed in the hypothalamus,
trolox treatment abolished the activation of hepatic glyco-
genolysis in apelin icv-injected mice (Fig. 2A-C). Then, in
response to an intraperitoneal pyruvate injection, apelin sig-
nificantly increased glycemia, demonstrating an activation of
liver gluconeogenesis (Fig. 2D). Similar to glycogenolysis, icv
apelin effect on gluconeogenesis is blocked by icv trolox.

Numerous enzymes are implicated in the control of glyco-
genolysis and /or gluconeogenesis. Among them, the activity of
glucose 6-phosphatase (G6Pase), a key enzyme that is known to
stimulate glycogenolysis and gluconeogenesis (1), was signifi-
cantly increased in the liver of icv apelin-treated mice (Fig. 2E).
This effect was blocked by icv trolox. No significant variation of
phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK), glycogen syn-
thase, and glycogen phosphorylase activities was observed in
all experimental conditions (Fig. 2F-H). The effects of icv apelin
on glucose metabolism were not associated to the modification
of plasma triglycerides (TG) (Supplementary Fig. S2A), free
fatty acid (FFA) (Supplementary Fig. S2B), ketone bodies
(Supplementary Fig. S2C), liver TG (Supplementary Fig. S2D),
and lipid (Supplementary Fig. S2E) content.

Given that the sympathetic nervous system (SNS) controls
glycogenolysis and gluconeogenesis, we measured norepi-
nephrine release in the blood of icv apelin+trolox-treated
mice as an index of SNS activation. Norepinephrine levels
were significantly higher in response to icv apelin than control
mice, but not in icv apelin/trolox or trolox-alone treated mice
(Fig. 3A). No significant variation of plasma epinephrine was
observed (Fig. 3B). Alpha(l) adrenergic receptors are the
principle receptors implicated in the control of hepatic glucose
metabolism in mice (28). An intraperitoneal injection of pra-
zosin, an alpha(1) adrenergic receptors antagonist, prevented
icv apelin-induced hyperglycemia (Fig. 3C), thereby demon-
strating the existence of a central apelin-SNS-liver signaling
pathway. In addition to an alpha(l) adrenergic receptors-
mediated effect on glycemia, activation of SNS by icv apelin is
associated to an increase in plasma glucagon release (Fig. 3D),
which further stimulates hepatic glucose production (41).

Apelin over-expression in the medio-basal
hypothalamus stimulates hepatic glycogenolysis
and gluconeogenesis

We have previously demonstrated that the medio-basal
hypothalamus (MBH) is a hypothalamic target of apelin ac-
tion on peripheral glucose homeostasis, as c-Fos expression is
increased in the MBH of hyperglycemic apelin icv-injected
mice (11). Moreover, electrical stimulation of ventro-median
hypothalamus stimulates hepatic glucose release (48). To de-
termine whether apelin controls liver function via an action on
MBH, we injected apelin-expressing lentivectors specifically
in the MBH of normal mice. Four weeks after infection, the
level of apelin mRNA was significantly increased in the MBH
of mice that received apelin-expressing lentivectors (Fig. 4A).
The relative expression of apelin mRNA was increased by
about 1.5-fold, similar to that observed at the protein level in
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obese/diabetic mice (42), demonstrating that this over-
expression of apelin in normal mice corresponds to the level
found in pathological conditions. To identify the impact on
glucose homeostasis, we performed insulin tolerance test
(ITT). Lentivectors apelin-infected mice presented fasted hy-
perglycemia and an insulin intolerance typical features of type
2 diabetes (Fig. 4B). This metabolic phenotype was associated
to an increase in TNFalpha mRINA expression in the hypo-
thalamus of lentivectors apelin-infected mice (Fig. 4C), sug-
gesting an increase in hypothalamic inflammation that is
clearly associated to a diabetic state (51); whereas hypotha-
lamic IL1beta mRNA tends to increase in lentivectors apelin-
infected mice, but did not reach significance (p=0.074, Fig.
4D). This inflammatory state was specific to the hypothala-
mus, as we did not observe any modification of mRNA
TNFalpha and IL1beta expressions in the liver and adipose
tissues (Supplementary Fig. S3C-H). In this chronic apelin
expressed model, we showed no significant difference in
plasma apelin (Supplementary Fig. S4F) and liver apelin/AP]J
mRNA expressions (Supplementary Fig. S3A, B) between the
two experimental groups, suggesting that central control of
apelin did not affect its own release in periphery.

Then, we measured the impact of apelin over-expression in
the MBH on liver glucose metabolism. Hypothalamic apelin
over-expression decreased liver glycogen content (Fig. 5A-C)
and increased gluconeogenesis (Fig. 5D). This metabolic phe-
notype was associated to an increase in G6Pase activity during
fasted state (Fig. 5E), but not PEPCK (Fig. 5F), glycogen syn-
thase (Fig. 5G), and glycogen phosphorylase (Fig. 5H). No
signification modification of plasma TG (Supplementary Fig.
S4A), FFA (Supplementary Fig. S4B), ketone bodies (Supple-
mentary Fig. S4C), liver TG (Supplementary Fig. S4D), and
lipid content (Supplementary Fig. S4E) was observed between
the two groups. This result clearly demonstrates that the dia-
betic state generated by apelin over-expression in the MBH is
not associated to the modification of lipid metabolism, but
specifically links to direct alteration of glucose metabolism.

Similar to that observed in response to an acute apelin in-
jection (Fig. 3A, B), apelin over-expression in the MBH was
associated to an increase in plasma norepinephrine (Fig. 6A),
but not epinephrine (Fig. 6B), showing the over-activation of
SNS. On the contrary, we did not observe any significant
difference in plasma glucagon (Fig. 6C), suggesting that SNS
over-activation coupled to modification of G6Pase activity
was sufficient to generate a diabetic state.

Antioxidants counterbalanced icv apelin-induced
fasted hyperglycemia in obese/diabetic mice

We previously found that glycemia of HFD obese/diabetic
mice could further increase in response to acute icv apelin
injection (11), suggesting that the hypothalamic to liver axis is
functionally still able to respond to a central stimulation by
releasing hepatic glucose. Here, we showed that icv trolox
completely abolished the hyperglycemic effect of apelin in
HFD mice (Fig. 7A, B), suggesting that the hypothalamic
apelin/ROS pathway was still effective.

Apelin amplifies the H,O, release by the hypothalamus
of obese/diabetic mice

The hypothalamic ROS signaling pathway is profoundly
altered in obese/diabetic mice participating in an insulin-
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FIG. 2. Central apelin stimulates glycogenolysis and gluconeogenesis via hypothalamic reactive oxygen species
(ROS) in normal mice. (A) Histological visualization of hepatic glycogen after acute icv apelin injection on fasted mice
(n=5) compared with aCSF-injected fasted mice (n=5), to Trolox-Apelin-injected fasted mice (n=4), and to Trolox-aCSF
(Trolox)-injected fasted mice (1=>5). Scale bar: 200 um. (B) Quantification of coloration associated with the previous
histological visualization. (C) Effect of acute icv apelin injection on hepatic glycogen content of fasted mice (n=12)
compared with aCSF-injected fasted mice (n=13), to Trolox-Apelin-injected fasted mice (n=12), and to Trolox-aCSF
(Trolox)-injected fasted mice (n1=7). **p<0.01 versus Apelin; **p<0.001 versus Apelin. (D) Effect of acute icv apelin
injection on gluconeogenic activity of fasted mice (1 =8) compared with aCSF-injected fasted mice (12=8), to Trolox-Apelin-
injected fasted mice (n=10) and to Trolox-aCSF (Trolox)-injected fasted mice (1 =6). The adjacent bar graph represents the
average AUC. p<0.01 Apehn versus Control; p<0.001 Apelin verstis Control; p<0.01 Apelin versus Trolox-Control;
4p<0.01 Apelin versus Trolox; °p<0.05 Apelin versus Trolox-Apelin; p<0.05 Apelin versus Control; 8p<0.05 Apehn versus
Trolox. (E) Effect of acute icv apelin injection on hepatic glucose-6-phosphatase (G6Pase) activity-fasted mice (1n=>5)
compared with aCSF-injected fasted mice (1=>5), to Trolox-Apelin-injected fasted mice (n=5) and to Trolox-aCSF (Trolox)-
injected fasted mice (1=6). *p<0.05 versus Apelin; **p<0.01 versus Apelin. (F) Effect of acute icv apelin injection on
hepatic phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) activity-fasted mice (1=>5) compared with aCSF-injected fasted
mice (n=4), to Trolox-Apelin-injected fasted mice (n=4) and to Trolox-aCSF (Trolox)-injected fasted mice (1 =6). (G) Effect
of acute icv apelin injection on ratio of phosphorylated hepatic glycogen synthase/total hepatic glycogen synthase on
fasted mice (1=3) compared with aCSF-injected fasted mice (1=3), to Trolox-Apelin-injected fasted mice (1=3) and to
Trolox-aCSF (Trolox)-injected fasted mice (1 =3). (H) Effect of acute icv apelin injection on hepatic glycogen phosphorylase
activity-fasted mice (n=4) compared with aCSF-injected fasted mice (1=4), to Trolox-Apelin-injected fasted mice (1n=4)
and to Trolox-aCSF (Trolox)-injected fasted mice (n=4).
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FIG. 3. Central apelin stimulates glycogenolysis and gluconeogenesis via autonomous nervous system (ANS) activation
in normal mice. (A) Effect of acute icv apelin injection on blood norepinephrine-fasted mice (n=7) compared with aCSF-
injected fasted mice (1=9), to Trolox-Apelin-injected fasted mice (1=7) and to Trolox-aCSF (Trolox)-injected fasted mice
(n=8). **p<0.01 versus Apelin. (B) Effect of acute icv apelin injection on blood epinephrine-fasted mice (n=7) compared with
aCSF-injected fasted mice (1=9), to Trolox-Apelin-injected fasted mice (n=7) and to Trolox-aCSF (Trolox)-injected fasted
mice (n=8). (C) Effect of acute icv apelin injection on blood glucose-fasted mice (n=11) compared with aCSF-injected fasted
mice (1=38), to intraperitoneal injection of prazosin before apelin icv injection (Prazosin—Apelin) on fasted mice (1=6), and to
intraperitoneal injection of prazosm before aCSF icv m]ectlon (Prazosin) on fasted mice (n 6). The adjacent bar graph
represents the average AUC. *p<0.05 Apelin versus Control; "p <0.01 Apehn versus Control; “p <0.05 Apelin versus Prazosin;

4p<0.05 Apehn versus Prazosin-Apelin; p<0.001 Apelin versus Control; p<0 01 Apelin versus Prazosin; 8p <0.001 Apelin
versus Prazosin; "p<0.01 Apelin versus Prazosm—Apehn (D) Effect of acute icv apelin injection on blood glucagon-fasted mice
(n=4) compared with aCSF-injected fasted mice (n=5), to Trolox-Apelin-injected fasted mice (1=5) and to Trolox-aCSF
(Trolox)-injected fasted mice (1=4). *p <0.05 versus Apelin.

resistant state (15). Similar to that performed in normal mice,
we measured real-time H,O, release in response to apelin on
hypothalamic explants from HFD mice. In this pathological
model, apelin stimulated an exacerbated H,O, release in the
hypothalamus, and this was counterbalanced by trolox
treatment (Fig. 7C).

Central apelin stimulates glycogenolysis but not
gluconeogenesis via hypothalamic ROS in HFD mice

The liver is one of the most important organ in glucose
homeostasis whose activity is deeply disturbed during met-
abolic diseases (36). Indeed, previous data demonstrate that

gluconeogenic activity of the liver of obese/diabetic mice is
exacerbated (55). We demonstrated that HFD mice are able to
increase quickly fasted glycemia (Fig. 7A, B) on apelin treat-
ment; this corresponds to the activation of glycogenolysis but
not gluconeogenesis (45-48). In accordance to glycemia, he-
patic glycogenolysis was activated by icv apelin and blocked
when icv trolox was co-injected (Fig. 8A-C). Acute icv apelin
injection in HFD mice did not significantly modify gluco-
neogenic function in the liver (Fig. 8D). The decrease of gly-
cogen content was mirrored by an increase in liver G6Pase
activity (Fig. 8E) without modification of PEPCK, glycogen
phosphorylase, and glycogen synthase (Supplementary Fig.
S5A-C). Plasma norepinephrine, epinephrine, and glucagon
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FIG. 4. Apelin over-
expression into the medio-
basal hypothalamus (MBH)
generates insulin intoler-
ance state. (A) Relative ex-
pression of apelin mRNA in
hypothalamus of lenti-Apelin
mice (n1=4) compared with
lenti-GFP mice (n=5),
*p <0.05. (B) Insulin tolerance
test (ITT) in 6-h-fasted lenti-
Apelin mice (1=>5) compared
with lenti-GFP mice (n=5),
*<0.05. Two-way ANOVA
followed by t-test post hoc re-
veals time 5***p<0.001) and
treatment %9 <0.001) ef-
fects. The adjacent bar graph
represents the average AUC.
(C) Relative expression of
TNFalpha mRNA in hypo-
thalamus of lenti-Apelin mice
(n=4) compared with lenti-
GFP mice (n=>5), *p<0.05. (D)
Relative expression of ILbeta
mRNA in hypothalamus of
lenti-Apelin =~ mice (n=4)
compared with lenti-GFP
mice (n=5). 0-
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concentrations did not vary in our experimental conditions
(Fig. 8G, H).

Blockade of central apelin ameliorates
diabetic state of HFD mice

Our data show that a high level of central apelin participates
in the establishment of a type 2 diabetes. To test whether
blockade of apelin action in the hypothalamus could be a major
target to restore a fasted normal glycemia, we have daily in-
jected icv mice with an APJ antagonist, F13A, during 2 weeks
after 3 months of HFD. Our data show that icv F13A decreased
fasted hyperglycemia and insulin intolerance in HFD mice (Fig.
9A). HFD mice presented a decrease in glycogen content (Fig.
9B-D) at a level similar to that measure in normal mice (Fig. 2C),
demonstrating an amelioration of the diabetic state in HFD
mice. This phenotype is associated to an increase in liver gly-
cogen phosphorylase activity, which could explain the low level
of glycogen store (Fig. 9E). The activities of G6Pase, PEPCK and
glycogen synthase did not vary between the two groups (Sup-
plementary Fig. S6A—C). Plasma norepinephrine and epineph-
rine did not vary between the two groups of mice (Fig. 9F, G).
Plasma glucagon concentration was decreased in F13A mice as
compared with control HFD mice (Fig. 9H), thereby suggesting
that chronic central apelin blockade improves glucose homeo-
stasis regulation during diabetic state.

Discussion

Hypothalamic apelin is implicated in the control of pe-
ripheral glucose utilization in normal and pathological con-

ditions (11). In the present study, we have identified for the
first time the hypothalamic molecular signaling pathway
implicated in deleterious effect of apelin. Moreover, we report
that the couple apelin/ROS in the hypothalamus controls
hepatic glucose production via the SNS to induce peripheral
hyperglycemia.

The role of central apelin in the control of glucose homeo-
stasis is poorly defined. We were the first to demonstrate that
central apelin may have beneficial or deleterious effects on
glucose homeostasis depending on the injected dose and/or
the nutritional state (11). Indeed, an injection of a low dose of
icv apelin induces an increase in glucose tolerance in normal
mice. This result suggests that the slight increase of plasma
apelin concentration observed in fed state in normal mice may
reach the hypothalamus, a neurohemal structure which fa-
cilitates communications with peripheral hormones (25), to
decrease glycemia in fed state (11). On the contrary, obese/
diabetic mice fed a HFD show a disruption of circadian apelin
regulation (11). Then, over-increased hypothalamic apelin
expression observed in obese/diabetic (11, 42) is associated to
abnormal regulation of glycemia (11). To reinforce this hy-
pothesis, an icv injection of a high dose of apelin (used in this
study and similar to that observed in obese/diabetic mice) in
normal mice induces fasted hyperglycemia and insulin re-
sistance (11), characterizing a type 2 diabetes. The liver is the
main organ that is able to release glucose in fasted state via
glycogenolysis and/or gluconeogenesis (30). Thus, we fo-
cused our attention on the hypothalamic apelin to liver axis in
normal and physiopathological conditions. In all the models
investigated, central apelin stimulated hepatic glucose
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production and release via glycogenolysis and/or gluconeo-
genesis. Importantly, the previously described kinetics of
glucose release by the liver (glycogenolysis within minutes;
gluconeogenesis within hours) (45, 46, 48) clearly fits with our
two waves of increased glucose release induced by icv apelin
injections. The only exception of this concept is observed in
HFD mice, where an icv apelin injection did not modify glu-
coneogenesis (Fig. 8D). This result is in accordance with data
from literature showing that liver gluconeogenesis is over-
activated during metabolic disorders (55), leading to hy-

pothesize that icv apelin treatment is not able to stimulate
more than possible the hepatic glucose production. Moreover,
these results could be correlated to the absence of stimulatory
action of icv leptin on liver gluconeogenesis in over-feeding
rats as opposed to normal chow-fed rats (34). In our experi-
mental procedure, it is difficult to evaluate the potential var-
iation of glycogenic and/or gluconeogenic enzymes activities
in response to icv apelin. It is worth noting that the electrical
stimulation of the hypothalamus stimulates hepatic glucose
release in a few minutes, but the kinetic of activation of
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FIG. 6. Apelin over-expression into the MBH stimulates hepatic glycogenolysis and gluconeogenesis via ANS activa-
tion. (A) Plasma norepinephrine in fasted lenti-Apelin mice (1=5) compared with fasted lenti-GFP mice (n=5); *p<0.05. (B)
Plasma epinephrine in fasted lenti-Apelin mice (n=>5) compared with fasted lenti-GFP mice (1=5). (C) Plasma glucagon in

fasted lenti-Apelin mice (n=4) compared with fasted lenti-GFP mice (n=4).

enzymes precedes the effect. In fact, in response to hypotha-
lamic stimulation, the activities of G6Pase in the liver are in-
creased in ~30s (46). However, in a longer period of time, a
sustained electrical stimulation of the ventro-median hypo-
thalamus (20 s periods once every 3 min for 4 h) increases liver
PEPCK activity after 120 min (49). Whether an acute stimu-
lation of hypothalamic nuclei in response to icv apelin

modifies enzymes activities in the liver within seconds or
minutes remains to be determined. Our data suggest a kinetic
of activation closed to this, as variations of glycemia are ob-
served from 15 to 210 min in our protocol. For this reason, we
evaluate the activities of four enzymes implicated in the
control of glycogenolysis and/or gluconeogenesis in the liver
in all experimental conditions after 30 min of icv treatment.
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FIG.7. Central apelin stimulates fasting hyperglycemia via H,O, hypothalamic production in obese and diabetic mice.
(A) Effect of acute icv apelin injection on blood glucose fasted high-fat diet (HFD) mice (1=10) compared with aCSF-injected
fasted HFD mice (n=9), to Trolox-Apelin-injected fasted HFD mice (1 =10) and to Trolox-aCSF (Trolox)-injected fasted HFD
mice (1=6). (B) The average AUC associated with the prev10us fasted blood glucose. p <0.001 Apelin versus Control; ®p <0.05
Apehn versus Trolox-Apelin; “p<0.05 Apelin versus Trolox; “p<0.01 Apelin versus Control; ®p<0.01 Apelin versus Trolox;
p<0 01 Apelin versus Trolox-Apelin. (C) Ex vivo hypothalamic H,O, release measured by real-time amperometric detection
in fasted HFD mice after injection of apelin (n=>5) or aCSF (n=>5) or Trolox-Apelin (n=4) or Trolox-aCSF (n=4). °p<0.05
Apelin versus Control; ®p<0.05 Apehn versus Trolox-Apelin; “p<0.01 Apehn versus Trolox; “p<0.01 Apelin versus Control;
p<0. 01 Apelin versus Trolox-Apelin; p<0.001 Apelin versus Trolox; 8p<0.001 Apelin versus Trolox-Apelin.
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FIG. 8. Central apelin stimulates glycogenolysis via hypothalamic ROS release and ANS activation in obese and
diabetic mice. (A) Histological visualization of hepatic glycogen after acute icv apelin injection on fasted HFD mice (1 =6)
compared with aCSF-injected fasted HFD mice (n=6), to Trolox-Apelin-injected fasted HFD mice (1n=>5) and to Trolox-
aCSF (Trolox)-injected fasted HFD mice (n=4); scale bar: 200 um. (B) Quantification of coloration associated with the
previous histological visualization. *p <0.05 versus Apelin; **p <0.01 versus Apelin. (C) Effect of acute icv apelin injection
on hepatic glycogen content of fasted HFD mice (1=6) compared with aCSF-injected fasted HFD mice (n=7), to Trolox-
Apelin-injected fasted HFD mice (n=13), and to Trolox-aCSF (Trolox)-injected fasted HFD mice (n=4). *p <0.05 versus
Apelin; **p <0.01 versus Apelin. (D) Effect of acute icv apelin injection on gluconeogenic activity of fasted HFD mice (n=7)
compared with aCSF-injected fasted HFD mice (n=6), to Trolox-Apelin-injected fasted HFD mice (1=>5) and to Trolox-
aCSF (Trolox)-injected fasted HFD mice (1=4). The adjacent bar graph represents the average AUC. (E) Effect of acute icv
apelin injection on hepatic G6Pase activity-fasted HFD mice (1=4) compared with aCSF-injected fasted HFD mice (n=4),
to Trolox-Apelin injected in fasted HFD mice (n=4) and to Trolox-aCSF (Trolox)-injected fasted HFD mice (1=4). *p<0.05
versus Apelin. (F) Effect of acute icv apelin injection on blood norepinephrine in fasted HFD mice (12=7) compared with
aCSF-injected fasted HFD mice (1=9), to Trolox-Apelin-injected fasted HFD mice (2=7) and to Trolox-aCSF (Trolox)-
injected fasted HFD mice (n=4). (G) Effect of acute icv apelin injection on blood epinephrine in fasted HFD mice (n1=7)
compared with aCSF-injected fasted HFD mice (n=9), to Trolox-Apelin-injected fasted HFD mice (1=7) and to Trolox-
aCSF (Trolox)-injected fasted HFD mice (n=4). (H) Effect of acute icv apelin injection on blood glucagon in fasted HFD
mice (n=4) compared with aCSF-injected fasted HFD mice (1 =5), to Trolox-Apelin-injected fasted HFD mice (1 =4), and to
Trolox-aCSF (Trolox)-injected fasted HFD mice (n=5).
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Our data show that the central apelin effect on glycemia is
associated to an increase in G6Pase activity in the liver, an
enzyme which is known to be implicated in the control of
glycogenolysis and gluconeogenesis, which is in close corre-
lation with hyperglycemia. In spite of the absence of varia-
tions in PEPCK, glycogen synthase, and glycogen
phosphorylase in normal conditions, lentivectors expressed
apelin or HFD mice models, we cannot totally exclude an
implication of those enzymes on hepatic glucose production
in response to icv apelin. Indeed, due to a large range of time

of kinetics of glycemia (from 0 to 210 min) which could make
us miss interesting results, it will be easy to speculate that
specific variations of one or more types of enzymes may vary
during this time-course period.

The importance of ROS in the pathological state is well
documented. Obese and insulin-resistant rodents present a
profoundly altered hypothalamic mROS signaling (8). In-
deed, metabolic abnormal responses are in close correlation
with increased hypothalamic mROS level, leading to a con-
stitutive oxidized environment at both the cellular and
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mitochondrial levels associated to a dysfunction in mito-
chondrial respiration (8). Here, we found that hypothalamic
action of apelin needs an ROS/H,O,-dependent production
to stimulate hepatic glucose release to induce fasted hyper-
glycemia. Using specific probes that detect H,O, in real time,
we demonstrate that exogenous apelin applied on hypotha-
lamic explants from normal mice stimulates H,O, release.
Interestingly, this H,O, release is exacerbated in hypotha-
lamic explants from HFD mice. Those data are in accordance
with literature linking high levels of hypothalamic mROS,
and, in particular H,O,, are deleterious for the control of
glucose homeostasis, and, more specifically, in diabetic
models (23). Indeed, mitochondrial respiration that is con-
sidered the primary source of H,O, (3) is profoundly in-
creased in the hypothalamus of diabetic rodents in association
with high levels of ROS (8). Our original approach to measure
H,0; is used here for the first time in ex vivo hypothalami and
gives access to a new technology to determine the exact
quantity of H,O, release directly in tissue, which is of crucial
importance to unravel the role of ROS in the biological process
(32). Then, levels of H,O, measured in our experimental
conditions reinforced the hypothesis that an increase in H,O,
release by tissue is clearly associated to a pathological state
(53).

In spite of the fact that apelin is known to have an antiox-
idant effect (16), some publications reveal that apelin may be
considered a new oxidative marker. First, Yu et al. (58) suggest
that high levels of plasma apelin observed in obese/diabetic
patients may be not only the results of compensatory response
to insulin resistance, but also a causative factor of insulin re-
sistance. Then, apelin can participate in the establishment of
an inflammatory and oxidative stress state observed in met-
abolic disorders. In neuronal cell culture, exogenous apelin
treatment increases ROS production (57). Our data show that
apelin effects on hepatic glucose metabolism are mediated by
ROS in in vivo and ex vivo conditions. Such a deleterious en-
vironment caused by apelin in the hypothalamus may be one
of the first signals triggering a diabetic state, that is, fasted
hyperglycemia. The hypothesis of the existence of a link be-
tween apelin and inflammation is reinforced by our results
demonstrating that apelin over-expression in the ven-
tromedian hypothalamus increase the mRNA expression of
the pro-inflammatory marker TNFalpha in the hypothala-
mus. This specific variation in hypothalamic inflammation
generated by apelin, without modification of peripheral in-
flammation, is responsible for the emergence of a type 2 dia-
betic state, including fasted hyperglycemia and insulin
intolerance (6). This diabetic phenotype is clearly linked with
an increase in (i) G6Pase activity in the liver and (ii) plasma
norepinephrine concentration. Then, alteration of hypotha-
lamic signaling (i.e., ROS and inflammation) by apelin leads to
type 2 diabetes characteristics.

The role of ANS in the control of glucose homeostasis is
well established. Metabolic disorders are characterized by
increased basal SNS activity but an impaired sympathetic
response to various stimuli, such as insulin (18). Here, we
show that basal norepinephrine level is increased in hypo-
thalamic apelin over-expressing mice, suggesting an increase
in basal SNS tone activity. These data are in accordance
with those of Masaki et al. (27), who demonstrate that a
microinjection of apelin into the paraventricular nucleus of
the hypothalamus increases sympathetic nerve activity.
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Norepinephrine can exert its action in the whole body via
alpha(1-2) and/or beta(1-2) receptors. In the liver of adult
rodents, hepatic glucose production is regulated via alpha(1)
receptors (28), as (i) blockade of alpha(2) receptors did not
modify glycogenolysis (31), and (ii) beta receptors become
irrelevant in the livers of mice at adulthood (13). Our data
confirm the importance of alpha(l) regulatory pathway of
glycemia, as blockade of alpha(1) adrenergic receptors failed
to increase icv apelin-induced hyperglycemia. Whether SNS
activation occurs early in the process or secondary to long-
standing metabolic syndrome is unclear, but our data ob-
tained after an icv acute injection of apelin strongly supports
the first hypothesis. Indeed, Prior et al. (37) show that a short-
term HFD (4 weeks) drives toward sympathetic activation
associated to an increase in visceral fat depot. On the contrary,
we were not able to observe a significant increase in plasma
norepinephrine levels in our 3 months HFD mice. The logical
explanation of this result is the fact that over time, with obe-
sity, adrenoreceptors down-regulation and/or reduced sen-
sitivity are likely to develop in peripheral tissue, resulting in
reduced sympathetic responsiveness (18). Then, this possi-
bility could also explain the absence of activation of gluco-
neogenesis but not glycogenolysis in HFD mice.

Additional to SNS regulation, hepatic glucose production is
under the influence of glucagon (41). Here, we show that
acute icv apelin stimulates plasma glucagon secretion in
normal mice, suggesting that glucagon is able to participate
to fasted hyperglycemia. In accordance to our results, the
group of Cherrington clearly demonstrates that in response
to a physiological rise in glucagon, the increase observed
in hepatic glucose production is entirely attributable to gly-
cogenolysis but not (or little to quote the authors) to glu-
coneogenesis (41). Then, glucagon could be one important
molecular actor participating in deleterious central action of
apelin during the onset of a type 2 diabetes. In longer time,
when type 2 diabetes is well established, icv apelin cannot
increase glucagon secretion as observed in HFD mice, sug-
gesting that hyperglucagonemia of those diabetic mice is too
important to be even more increased. For all these reasons,
therapeutic strategies cannot rule out the importance of pan-
creatic alpha cells as potential good targets to treat hyper-
glycemia and insulin resistance (5). In our central apelin to
liver axis, the participation of glucagon to hyperglycemia is
real, but lentivectors approach tends to focus on a direct
norepinephrine action on liver, as plasma norepinephrine is
increased in lentivectors apelin mice, but not glucagon.

Our data show that central apelin participates in the estab-
lishment of type 2 diabetes. We have previously shown that
obese/diabetic mice present an increase in plasma apelin (11)
and in hypothalamic apelin expression (42). The hypothalamus
is a neurohemal structure that facilitates communication with
peripheral signal, including hormones and metabolites. Then, in
physiological and pathological conditions, the hypothalamus
may be influenced by hypothalamic and/or peripheral apelin.
To test whether targeting central apelin in an advanced type 2
diabetes could ameliorate the metabolic phenotype, we have
injected obese/diabetic mice (3 months HFD) during 14 con-
secutive days with icv APJ antagonist. This experimental ap-
proach blocks the potential effect of hypothalamic and
peripheral apelin on hypothalamic neurons. Then, we found
that icv APJ antagonist-treated mice present a clear ameliora-
tion of their diabetic state, including a decrease in insulin
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intolerance, fasted hyperglycemia, plasma glucagon, and liver
glycogen content associated to an increase in glycogen phos-
phorylase activity. No significant variation in plasma norepi-
nephrine and epinephrine was observed between the two
groups, reinforcing the hypothesis of a possible adrenoreceptor
down-regulation in specific tissue and/or reduced sympathetic
responsiveness as explained next. These data confirm that the
decrease in glycogen content and fasted hyperglycemia is the
result of an increase in insulin sensitivity provoked by blockade
of central apelin. We can speculate that a longer time treatment
may modify the activities of others targets such as G6Pase,
PEPCK, and glycogen synthase. In fact, we show that in a well-
established diabetic models (HFD), central apelin may be a
potential target to treat diabetes, with a similar peripheral target
to prediabetic mice (mimicked by icv apelin injected mice and
apelin expressed lentivirals mice), that is, the liver.

Although the present set of experiments link hypothalamic
apelin/ROS with hepatic glucose metabolism, we acknowl-
edge that the exact molecular and cellular mechanisms im-
plicated in the cross-talks observed between these key organs
remained to be elucidated.

In conclusion, we identify a hypothalamic apelin/ROS
signaling pathway that is implicated in the control of liver
glucose metabolism via the SNS. Abnormal hypothalamic le-
vel of apelin observed in obese/diabetic mice participates in
over-activation of SNS, which improves fasted hyperglycemia
a characteristic of type 2 diabetes. Thus, we propose that
central apelin could be one new target at the core of the reg-
ulation of glucose homeostasis and metabolic disorders.

Materials and Methods
Mice

Animals were handled in accordance with the principles
and guidelines established by the National Institute of Med-
ical Research (INSERM) and by the local ethical committee.
C57Bl6/] mice were obtained from Charles River Laboratory.
Mice were housed conventionally at a constant temperature
(20°C-22°C) and humidity (50%—-60%) animal room and with
a 12/12h light/dark cycle (lights off at 7:00 AM) and free
access to food and water through the 24 h period. All injec-
tions and experiments were performed in 13-15-week-old
males. A group of male mice was subjected to HFD containing
20% protein, 35% carbohydrate, and 45% fat (SAFE). HFD-fed
mice were followed at regular intervals with measure of
weight and blood parameters (glucose, insulin) until they
were obese and insulin resistant corresponding to 3 months of
HFD. Experiments were performed on 6 h-fasted mice. Dur-
ing the time of the experiment, mice fed overnight were
placed in a new clean cage without food. In all experiments,
icv apelin did not modify body weight of mice (11) and gen-
eral behavior (unpublished data).

Plasmid construction and lentivector production

The lentiviral plasmid pTRIP-DU3-CMV-MCS was derived
from the pTRIP-DU3-EF1a-EGFP plasmid by replacing the
EFla promoter and EGFP by the cytomegalovirus (CMV) pro-
moter and a multiple cloning site (MCS), respectively (50). The
cDNA encoding the murine apelin gene (EMBL accession
number AJ290423), corresponding to the coding region flanked
by 100 and 23 nucleotides of 5- and 3’-untranslated regions,
respectively, was subcloned into the lentivectorpTRIP-DU3-
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CMV-MCS (43). The lentivectors were produced by tri-trans-
fection of pTRIP-DU3-CMV-apelin and pLvPack and pLvVSVg
packaging plasmids (Sigma-Aldrich) in HEK 293FT cells (4).

Surgical procedures

For in vivo acute perfusions, an indwelling icv catheter
(Alzet Brain Perfusion Kit 3; 1-3 mm (Charles River Labora-
tory) —1 mm lateral to the sagittal suture, —0.2 mm posterior
to the bregma and —1.7mm below the skull surface) was
implanted in anesthetized mice with isoflurane (Abbott).

Acute injections

Apelin.  Bolus injection of 2 ul of [Pyr]apelin-13 (concen-
tration 20nM corresponding to 40fmol; Bachem), the most
active apelin isoform (10), was injected directly into the icv
catheter completed to 2ul of artificial cerebrospinal fluid
(aCSF) for treated mice, or 4 ul of aCSF for control mice. Blood
glycemia was measured every 30 min from —30 to 210 min
(time 0 corresponding to icv apelin injection). The dose of
apelin (2 ul of 20nM, i.e., 40 fmol) corresponds approximately
to the half quantity of total tissular apelin found in a normal
mouse hypothalamus (near to 74 fmol per hypothalamus),
and this injection leads approximately to the quantity found
in an HFD mouse (near to 111 fmol per hypothalamus).

Antioxidant. Similar experiments were performed with
an antioxidant, 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-
carboxylic acid (Trolox; Sigma), which was dissolved extem-
poraneously in aCSF, and then infused at a concentration of
1mM (2 ul). At this concentration, trolox is known to prevent
peripheral hyperinsulinemia by blocking hypothalamic ROS
production in vivo (24). Trolox infusion was started 30 min
before the beginning of the apelin injection.

Inhibitor of NADPH oxidase. Similar experiments were
performed with an inhibitor of NADPH oxidase, DPI chloride
(Sigma), which was dissolved extemporaneously in aCSF, and
then infused at a concentration of 1mM (2 ul). At this con-
centration, DPI inhibits NADPH oxidase in the brain (19). DPI
infusion was started 30 min before the beginning of the apelin
injection.

APJ antagonist. Similar experiments were performed
with an APJ antagonist, F13A (polypeptide) (22), which was
dissolved extemporaneously in aCSF, and then infused at a
concentration of 2 ug/mouse (2pul). At this concentration,
F13A inhibits apelin effects in the brain (26). F13A infusion was
started 30 min before the beginning of the apelin injection.

Intraperitoneal injection of antagonist of «1-adrenergic
receptors. 120 min before apelin or aCSF icv injection, prazo-
sin (Prazosin hypochloride; Sigma) was injected intraperitoneally
as previously described (39). Prazosin was dissolved extempo-
raneously in saline solution, and then infused at a concentration
of 0.3mg/kg. At this concentration, prazosin blocks ol-adren-
ergic receptors without perturbation of fasted glycemia (20).

Chronic injections

F13A. Male mice fed a HFD during 3 months received
every day during 2 weeks a bolus injection of 2 ul of F13A
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(2 ug/mouse) that was injected directly into the icv catheter
completed to 2 ul of aCSF for treated HFD mice, or 4 ul of aCSF
for control HFD mice.

Bilateral lentivector injection in the MBH

Protocol is explained in details in Supplementary Materials
and Methods section.

H>0O. measurements by fluorometric methods

Amplex Red (10-acetyl-3,7-dihydrophenoxazine) was used
as a fluorescent probe for the detection of H,O,. Protocol is
explained in detail in Supplementary Materials and Methods
section.

Real-time amperometric H.O, measurements

Mice were sacrificed after 6 h of fasting conditions. Protocol
is explained in details in Supplementary Materials and
Methods section. Data are expressed as delta variation of
H,O; release from basal as previously used for amperometric
nitric oxide (NO) measurement (11, 12).

Tissues

Mice were fasted for 6 h, and blood samples were collected
between 15 and 30 min after the acute injection of apelin or
aCSF (these times correspond to the period of release of glu-
cose by the liver glycogenolysis), or after the 6 h fasted for mice
with lentivirus injection. Plasma was removed and frozen,
powdered in liquid nitrogen, and kept at —80°C until cate-
cholamine assays were performed. Mice were also decapitated
without anesthesia. After dissection, liver fragments were also
rapidly removed, frozen, powdered in liquid nitrogen, and
kept at —80°C until glycogen assays were performed.

Liver glycogen determination

Glycogen content was determined as previously described
(21) and explained in the Supplementary Materials and
Methods section.

Enzymatic activities

Hepatic G6Pase activity was determined as previously
described in detail (40). Results are expressed as ymoles/min
per gram of wet tissue. Hepatic PEPCK activity was deter-
mined with the methods of Pogson and Smith (35). Results are
expressed as nmol/min per gram of wet tissue. Hepatic gly-
cogen phosphorylase activity assay was determined as pre-
viously described (33). Results are expressed as a percentage
of activity. Glycogen Synthase activity was evaluated by the
ratio of phosphorylated protein/total protein. Immunoblots
were performed as previously described (11). Membranes
were incubated overnight at 4°C with a primary polyclonal
antibody against total Glycogen Synthase (dilution 1/1000;
Cell Signaling Technology) or the phosphorylated active form
(Ser641) of Glycogen Synthase (dilution 1/1000; Cell Signal-
ing Technology).

Histological revelation of glycogen or lipid content

Liver lobe was taken along with the tissues for different
assays. The samples were included in Carnoy solution for
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24 h, then in 20% sucrose solution for 48 h, and then frozen at
—80°C in tissue Teck (Polyfreeze; Sigma). Ten-micrometer-
thin cryostat sections were made from livers. Glycogen was
visualized with Periodic Acid-Schiff staining. The quantifying
of the staining was performed with the software Adobe®
Photoshop®. Lipids were visualized by Oil-Red staining.
Hepatic TGs content was determined as described (17).

Plasma assays

Plasma catecholamine concentration was measured after
6 h of fasting in all protocols and after 6 h of fasting and 30 min
for acute icv treatment. Catecholamine content of the plasma
was determined as previously described in detail using
high-performance liquid chromatography coupled with
electrochemical detection after alumina extraction (29). Plas-
ma glucagon content was determined with a commercial
available enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit
(Glucagon Quantikine; R&D Systems). Plasma ketone bodies
content was determined with a commercial kit (Ketone bodies
assay kit, Antibodies). Plasma apelin content was determined
with a commercial available ELISA kit (Phoenix Pharmaceu-
ticals). Plasma TGs were determined as described (17).

Pyruvate tolerance test

Six-hour-fasted mice were injected with an intraperitoneal
pyruvate injection (2mg/g) after an icv acute injection or
unless icv injection (lentivirus). Blood was collected from the
tail vein at —30, 0, 15, 30, 45, 60, 90, and 120 min later for
determination of glucose levels.

Insulin tolerance test

Six-hour-fasted mice were injected with an intraperitoneal
insulin injection (0.5 mU/g for mice with lentivirus, or 1 mU/
g for HFD mice with chronic icv F13A treatment), as previ-
ously described (52). Blood was collected from the tail vein at
-30,0, 15, 30,45, 60,90, and 120 min later for determination of
glucose levels.

Real-time PCR

Total RNA from tissues was prepared using the TriPure
reagent (Roche) as described (14, 17). Quantization and in-
tegrity analysis of total RNA was performed as previously
described (17). Protocol is explained in detail in Supplemen-
tary Materials and Methods section.

Statistical analysis

Results are presented as mean+SEM. The statistical sig-
nificance of differences was analyzed by student t-test, by
two-way ANOVA followed by a post hoc t-test, or one way
followed by post hoc Bonferroni’s or Dunnett’s multiple
comparison test, when appropriate. Statistical analyses were
assessed by using GraphPad Prism version 5.00 for windows
(GraphPad Software). Results were considered statistically
significant when p <0.05.
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3. Discussion

Ce travail de thése a permis de mettre en évidence I'acteur hypothalamique impliqué dans
les effets hyperglycémiants de I'apeline, ainsi qu’un organe cible périphérique : le foie. Les
forts taux d’apeline hypothalamique générent une production d’EAOs hypothalamiques,
activant le SNS, ciblant directement le foie et engendrant une augmentation de la
production hépatique de glucose. Dans le contexte physiopathologique et via cette voie de
signalisation, I'apeline serait donc impliquée dans la transition entre un état sain vers un état

obése/diabétique.

a. Lien EAOs-Apeline

Dans un premier modeéle d’injection icv aigue d’apeline chez des souris saines a jeun
depuis 6 heures, nous montrons que |'hyperglycémie générée par |'apeline peut étre
annulée par un pré-traitement au trolox. Cette expérience permet de révéler un lien direct
entre un médiateur hypothalamique de la famille des EAOs et I'hyperglycémie. Dans la
littérature, il a été mis en évidence que I'apeline générait une libération d’EAOs par des
neurones en culture via I'activation de la NADPH Oxydase [383]. Nous avons donc voulu
approfondir I'origine de ces EAOs en réalisant un post-traitement au Diphenyleneiodonium
(DPI), un inhibiteur des NADPH Oxydases [196]. Le DPI n’inhibe pas I'effet hyperglycémiant
de I'apeline suggérant une origine mitochondriale. En effet plus de 80% des EAOs produites
par I'organisme sont d’origine mitochondriale (mEAOs) [180] et leur présence au niveau
hypothalamique est largement impliquée dans le métabolisme glucidique [194, 199]. De
plus, il a été montré au niveau musculaire que I'apeline pouvait cibler les mitochondries en
augmentant leur activité oxydative et donc la chaine respiratoire mitochondriale génératrice

d’EAOs [368].

Concernant I'EAOs impliquée dans ces effets hyperglycémiants de I'apeline, nous nous
sommes intéréssés a I'H,0,. L'H20; est |a plus stable des EAOs, lui conférant ainsi un pouvoir
signalisant plus important, mais c’est également celle qui médie le plus grand nombre de
voies de signalisation cérébrales [387]. Nous avons ainsi mesuré en ex vivo la libération
d’H,0,, tout d’abord par un dosage a I’Amplex Red, une méthode indirecte, puis par mesure

en temps réel par ampérométrie. Cette derniére technique a révélé une libération quasi-
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immeédiate (dés 2 minutes d’incubation) et en continu durant les 20 minutes de mesure. Bien
gue nous ayons observé spécifiquement, via la sonde ampérométrique, une libération
d’H203, nous ne pouvons pas exclure I'implication d’autres EAOs tels que I'Oy". En effet, 'O,
est un médiateur cellulaire hypothalamique [388] au méme titre que I'H20;. Il est libéré par
les mémes acteurs moléculaires (mitochondrie et NOX) et impliqué, via sa libération
hypothalamique, dans des modulations périphériques sur la sphere cardiaque et vasculaire
[389] via le SNS. Enfin, cette EAO pourrait étre impliquée dans cette voie de signalisation
apeline hypothalamique-H,0; en étant sécrétée par les neurones puis transformée en H;0;
par I'’enzyme antioxydant SOD. Afin de mettre en évidence une implication de 'O, dans la
voie de signalisation de I'apeline, nous pourrions injecter dans I’hypothalamus une molécule
anti-oxydante spécifique de I’'H,0, comme la catalase en pré-traitement avant I'injection icv
d’apeline. Si les animaux présentent toujours une hyperglycémie a jeun, I’Oy" serait donc
impliqué, en plus de I'H,0,, comme acteur moléculaire hypothalamique contribuant aux

effets de I'apeline.

b. Lien EAOs-SNS

Nous avons montré que les forts taux hypothalamiques d’apeline généraient une
libération d’H,0, engendrant en périphérie une hyperglycémie a jeun. Dans la littérature,
cette production d’H,0; hypothalamique est associée, a des augmentations de I'activité du
SNA et plus précisément du SNS [390]. L'apeline va également activer le SNS lors de son
injection dans le PVN [382]. Nos résultats sont en accord avec ces données de la littérature
car nous montrons une augmentation des taux plasmatiques de noradrénaline,
neurotransmetteur du SNS. Cette spécificité du SNS est appuyée par le fait que les taux
plasmatiques d’adrénaline ne varient pas, cette molécule révélant une implication de la
médullo-surénale. De surcroit, une injection ip de prazosine, un antagoniste des récepteurs
al-adrénergiques, en amont de l'injection icv d’apeline, inhibe I’"hyperglycémie a jeun. Il est
prouvé dans la littérature que la noradrénaline, médiateur principal du SNS, exerce ses effets
sur le foie via le récepteur al-adrénergiques [391], ainsi un blocage au niveau du foie de ces
récepteurs empéche l'action hyperglycémiante de I'apeline centrale et permet de révéler
une implication du SNS. Cette augmentation du SNS est également mise en lumiére par une

augmentation des taux plasmatiques de glucagon en réponse a I'apeline injectée en icv. Une
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action directe du glucagon sur I'effet hyperglycémiant de I'apeline n’est donc pas a exclure
mais elle n’est pas majoritaire, comme le révelent les résultats obtenus sur notre modeéle de
souris surexprimant l'apeline de facon chronique dans le VMN. En effet, ces animaux
présentent également une augmentation des taux plasmatiques de noradrénaline aprés 6
heures de jelne suggérant une augmentation du tonus basal du SNS et donc un
dysfonctionnement du SNA caractéristique d’'un diabéte de type 2 [17]. Les taux sanguin de
glucagon sont par contre similaires aux contréles. Ces résultats renforcent le role direct du
SNS sur la production hépatique de glucose et suggérent un épuisement des cellules a
productrices de glucagon dans ce modele de surexpression chronique d’apeline dans le
VMN. Concernant le modele d’animaux recevant en aigu l'injection icv d’apeline, ces effets
de I'apeline centrale, aussi bien sur les taux plasmatiques de noradrénaline mais également
sur la glucagonémie, sont abolit lors d’un pré-traitement au trolox, renforgant le réle de
I’'H,02 comme médiateur des effets de I'apeline. Nous n’avons pas évalué I'activité du SNP
dans notre modeéle dont I'activité pourrait également étre augmentée en réponse a I'apeline
injectée en icv, injection qui peut médier ses effets via plusieurs noyaux hypothalamiques.
Par exemple, la production d’insuline par le pancréas est sous la dépendant du SNP [254] et
ce systeme pourrait étre activé, de fagcon synchrone avec le SNS et ainsi expliquer

I’hyperinsulinémie a jeun retrouvée dans notre modele d’injection icv aigu [381].

c. Controle du foie

Dans I'analyse du modele d’injection aigu, nous avons voulu déterminer I'organe cible dans
les effets centraux de l'apeline. Via le recrutement du SNS, il est évident que plusieurs
organes sont touchés. En effet, comme le révele I'augmentation des taux sanguins de
glucagon, le pancréas est stimulé par le SNS en réponse a I'apeline centrale. Mais nous nous
sommes également intéressés au foie, organe capable de libérer d’'importantes quantités de
glucose dans les situations de je(ine. Dans un premier temps, le foie va lyser ses stocks de
glycogene par glycogénolyse puis il va produire du glucose a partir de substrats non
glucidique via la néoglucogeneése. L’étude de la cinétique d’hyperglycémie de nos animaux
en réponse a l'injection icv d’apeline révéle une hyperglycémie maintenue pendant pres de 4
heures, suggérant une implication de ces deux voies métaboliques productrices de glucose

sanguin. En effet, en réponse a une injection icv d’apeline, nous montrons une diminution de
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ces stocks de glycogénes intra-hépatiques par dosage biochimique mais également sur des
coupes histochimiques colorées a I’Acide Périodique-Schiff. La voie néoglucogénique est
également augmentée, ce que nous avons mis en évidence par un test de tolérance au
pyruvate suggérant une augmentation globale de cette activité néoglucogénique en réponse
a l'injection icv d’apeline. La production hépatique de glucose globale est augmentée, ce qui
est démontré via le dosage de la glucose-6-phosphatase hépatique, enzyme terminale de la
sortie de glucose du foie via glycogenolyse et néoglucogenése, dont I'activité est augmentée.
Ces effets sur ces deux voies de production de glucose sont abolit lors d’un pré-traitement
au trolox. Nous avons clairement démontré un role de I'apeline hypothalamique, en tant que
neurotransmetteur, dans le contréle de la production hépatique de glucose. Cette action est
comparable a celle d’autres neurotransmetteurs hypothalamiques, tels que les orexines [69]
ou le pituitary adenylyl cyclase-activating polypeptide (PACAP) [392] qui vont activer la
production hépatique de glucose via le SNS, avec pour I'orexine-A une action globale sur les
deux voies hépatiques productrices de glucose, tandis que le neurotransmetteur PACAP
n’agirait que sur la voie glycogénolytique. L'apeline est un neurotransmetteur particulier
puisqu’elle est également libérée par le tissu adipeux ce qui lui confére le titre d’adipokine
[348]. Parmi la grande famille des adipokines, certaines vont également avoir une action
hypothalamique contrélant la production hépatique de glucose. Par exemple, celle-ci va étre
inhibée par I'injection en icv de leptine ou d’adiponectine [346, 393]. Nous mettons ainsi en
évidence un nouveau peptide ayant le réle de neurotransmetteur et d’adipokine et pouvant

contréler le foie via le SNS et générant ainsi une production hépatique de glucose.

Ces résultats obtenus sur ce modeéle d’injection aigue d’apeline en icv nous ont permis de
caractériser la voie « H;0,-SNS-foie » mise en place en réponse a des forts taux
hypothalamique d’apeline (Figure 21). Nous avons ainsi engendré un diabéte transitoire chez
nos animaux, caractérisé par une hyperglycémie a jeun mais également une
hyperinsulinémie a jeun, une intolérance au glucose et une insensibilité a linsuline

précédemment démontrées par le laboratoire [381].
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Apeline

Figure 21 : Schéma intégré de la voie de
signalisation «H202-SNA-Foie » générée par
les forts taux d’apeline icv

SNA (orthosympathique)

L'injection de forts taux d’apeline en icv génére
une libération  d’H,0,  hypothalamique,
augmentant I'activité du SNS qui va cibler le foie
et générer une production hépatique de glucose
par glycogénolyse et néoglucogeneése
contribuant a I'effet hyperglycémiant a jeun.

Glycogéenolyse

Néoglucogenése

d. Région hypothalamique impliquée

Au sein du laboratoire, il a été mis en évidence un marquage c-Fos dans le VMN
d’animaux ayant recu une injection icv de forts taux d’apeline. Le VMN est un noyau
hypothalamique recevant des projections des neurones POMC ce qui est en accord avec la
littérature indiquant que les neurones apelinergiques sont des POMC [351]. Nous avons
donc surexprimé I'apeline par lentivirus dans le VMN d’animaux sains afin d’évaluer si cette
seule région hypothalamique pouvait engendrer des caractéristiques précédemment mise
en évidence dans le modeéle aigu d’injection icv d’apeline. Ce modele chronique présente
une augmentation de I'expression de I'apeline dans I'"hypothalamus mais également une
augmentation de I'expression de marqueurs proinflammatoires tels que TNFa et IL1B. Ces
margueurs proinflammatoires dans |I’"hypothalamus sont présents dans le cadre d’un diabete
de type 2 [385] et leur inhibition par des anticorps permet le rétablissement de la fonction
hépatique [394]. Cette inflammation est spécifiquement localisée dans I’hypothalamus car
I’expression de ces marqueurs n’est pas modifiée dans le foie et les tissus adipeux. Cette
inflammation hypothalamique serait donc responsable des deux caractéristiques d’un
diabéte de type 2 que présentent ces souris, a savoir une intolérance a l'insuline et une

hyperglycémie a jeun, validant ainsi notre modéle.
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Ces animaux présentent également une augmentation de la libération de noradrénaline ainsi
gu’une production hépatique de glucose exacerbée, en lien avec cette augmentation de
I'activité sympathique et expliquant I’hyperglycémie a jeun. La glycogénolyse est augmentée
comme le montre les taux intra-hépatiques de glycogéne qui sont diminués, et la
néoglucogeneése est également augmentée comme le révele le test de tolérance au
pyruvate. En paralléle, I'activité de la glucose-6-phosphatase est augmentée corroborant nos

résultats sur la production hépatique de glucose dans ce modele.

Ce modele de souris surexprimant I'apeline dans le VMN nous a permis de mettre ne
évidence I'implication de ce noyau hypothalamique dans les effets déléteres engendrés par
de forts taux d’apeline. Par contre, I'implication d’autres régions hypothalamiques n’est pas
a exclure. En effet, en fonction de la dose utilisée, il a été montré que I'apeline pouvait agir
sur le DMN et I’ARC [381]. Les neurones du VMN pourraient également se projeter dans des
régions mésencéphaliques et du bulbe rachidien, régions qui contrélent I'activité du SNA et

exprimant également ’ARNm de I'apeline et de son récepteur APJ [350].

e. Amplification de la voie H,0; hypothalamiques-SNS-foie chez une modéle de

souris obéses/diabétiques

Apreés avoir mis au point deux modeéles mettant en évidence une implication de forts
taux d’apeline hypothalamique dans la mise en place de caractéristiques d’un diabete de
type 2 via une voie « H,0,-SNS-foie », nous avons voulu vérifier si cette voie était toujours
effective dans un modéle d’animaux obéses/diabétiques. Nous avons donc utilisé un modéle
d’animaux rendus obéses/diabétiques par un régime hyperlipidique pendant 3 mois. Ces
animaux présentent une hyperinsulinémie et une hyperglycémie a jeun, une intolérance au
glucose et une insensibilité a I'insuline. Une injection icv d’apeline chez ces animaux amplifie
I'effet hyperglycémiant a jeun mais durant une cinétique plus courte que le modele
d’injection icv d’apeline sur animaux sains. En effet, chez les animaux sains, l'injection
d’apeline générait une hyperglycémie commencant 15 minutes apres l'injection et se
prolongeant jusqu’a 210 minutes. Chez des animaux obéses/diabétiques, cette cinétique se
stoppe a 60 minutes suggérant un effet de l'injection d’apeline sur la glycogenolyse mais pas
sur la néoglucogenese. Un pré-traitement au trolox chez ces animaux inhibe ['effet
hyperglycémiant a jeun, impliquant toujours I'H,0, hypothalamique dans ces effets
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déléteres. En effet, la mesure par ampérométrie de la libération d’H.0, ex vivo sur des
Hypothalami en survie, révele une libération d’H,0; qui est amplifiée par ajout d’apeline.
L’apeline dans les hypothalami d’animaux obéses/diabétiques amplifie la libération d’H,0,,

qui disparait en présence de trolox dans le milieu d’incubation.

Ainsi, chez des animaux obéses/diabétiques, des forts taux d’apeline hypothalamique
amplifient la libération d’H,0, hypothalamique ce qui génére une hyperglycémie a jeun
exacerbée par rapport a des animaux contréles. Cette production hépatique de glucose est
dlie a une augmentation de la glycogénolyse comme le démontre la diminution des stocks
de glycogéne intra-hépatique et I'augmentation de I'activité de la glucose-6-phosphatase.
Par contre on n’observe aucune augmentation de la néoglucogenése via le test de tolérance
au pyruvate, ni d’augmentation de la noradrénaline sanguine ou du glucagon. Il faut noter
gue la néoglucogenése et I'activité du SNS sont déja augmentés dans le cadre d’un diabete
de type 2 [17, 395], contrairement a la glycogenolyse qui est largement diminuée [396]. Le
modele que nous mettons en évidence via ces injections icv d’apeline dans I’hypothalamus
de ces animaux obeéses/diabétiques amplifie donc leur diabéte en activant la voie
métabolique glycogénolytique ce qui exacerbe I'hyperglycémie a jeun. Par contre, dans ce
modele physiopathologique, et donc ayant déja subit des altérations du métabolisme, ces
deux paramétres que sont l'activité du SNS et de la néoglucogenése ne pourraient donc pas
étre plus amplifiés que ce qu’ils sont déja. Les expériences de pré-traitement au trolox vont
dans ce sens puisqu’elles inhibent la lyse des stocks de glycogenes intra-hépatiques mais
n’ont aucun effet sur I'activité néoglucogénique (test de tolérance au pyruvate) et I'activité

du SNS (dosages plasmatiques).

Considérant que ces forts taux d’apeline hypothalamiques sont responsables de la mise en
place de cette voie « H,0,-SNS-foie », nous avons décidé d’administrer du F13A (le bloqueur
du récepteur a [l'apeline APJ) en icv pendant deux semaines a des animaux
obéses/diabétiques. Ces animaux présentent toujours une hyperglycémie a jeun, mais moins
importante que des animaux obéses/diabétiques controdles, ainsi qu’une meilleure tolérance
a linsuline. La littérature met en évidence que durant un diabéte de type 2, la part de la
glycogenolyse est diminuée dans la production hépatique de glucose et que la
néoglucogenése augmente [396]. Ainsi, chez des animaux obéses/diabétiques, les taux
hépatiques de glycogene sont importants durant le je(ine tandis que chez ces animaux
traités au F13A, ces taux a jeun correspondent a des taux d’animaux sains suggérant une
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amélioration du métabolisme glucidique. Ces résultats sont corrélés a une augmentation de
I'activité de la glycogene-phosphorylase, enzyme impliquée dans la phase commensale de la
lyse du glycogeéne intra-hépatique. En paralléle, les taux sanguins de glucagon sont
également diminués par rapport a I’hyperglucagonémie des animaux obeéses/diabétiques.
Par contre, la néoglucogenése ne semble pas améliorée ni les taux sanguins de

noradrénaline, suggérant la nécéssité d’un traitement plus long.

L'ensemble de ces expériences tendent a démontrer un role clef de [|'apeline
hypothalamique dans la mise en place d’effets délétéres du diabéte de type 2 en générant
une inflammation hypothalamique et la mise en place d’une voie H,O.ergique. Cette voie de
signalisation hypothalamique génere une hyperactivation du SNA contribuant a la mise en
place d’'une hyperglycémie a jeun due a une amplification de la production hépatique de
glucose. L'apeline hypothalamique va ainsi étre impliquée de facon globale dans cette
transition statut « sain» - statut «diabétique». Ce travail nous a ainsi amené a nous
interroger sur d’autres mécanismes et effets de cette apeline centrale que nous aborderons

dans le prochain chapitre.

4. Perspectives et conclusion

Nous avons pu mettre en évidence durant ce travail de thése que des forts taux d’apeline
dans I’hypothalamus sont impliqués dans la transition d’un état sain a un état diabétique.
Ces forts taux centraux d’apeline vont générer une libération d’H,0; hypothalamique ciblant
le foie via le SNS et générant une production hépatique de glucose par glycogénolyse et
néoglucogenése. Nous avons voulu élargir notre étude concernant les conséquences
engendrées sur d’autres organes périphériques en réponse a ces forts taux d’apeline. Pour
cela nous avons utilisé un autre modele d’animaux recevant de facon chronique des forts
taux d’apeline par un systéme de mini-pompes osmotiques (Figure 22 A.). Ce modele a déja
été validé au sein du laboratoire et présente une intolérance a l'insuline, ainsi qu’une
hyperglycémie et une hyperinsulinémie a jeun [381]. Nous avons pu mettre en évidence chez
ces animaux une inflammation hypothalamique (Figure 22 C.) démontrées dans nos

précédents travaux dans le modele de souris surexprimant I'apeline dans le VMN via une
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injection intra-structurale de lentivirus. Nous avons également pu attribuer I’hyperglycémie
a jeun de ce modeéle de souris équipées par une mini-pompe osmotique a une augmentation
de la production hépatique de glucose par augmentation de l'activité de la glucose-6-
phosphatase (Figure 22 B.). Ainsi, ce modele de souris moins compliqué a générer que des
animaux injectés par un lentivirus en intra-structurale présente des caractéristiques

similaires et correspond a un bon modele de souris diabétiques.
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Figure 22 : Validation du modele d’administration chronique d’apeline centrale : le modéle mini-pompe
osmotiques

A.Photo d’une souris opérée avec un cathéter icv implanté dans le ventricule latéral droit et relié a une mini-pompe
osmotique placée en sous-cutanée. B. Augmentation de I'activité de la glucose-6-phosphatase en réponse au traitement

chronique a l'apeline. C. Augmentation des marqueurs proinflammatoires iNOS, IL1B et TNFa en réponse au traitement
chronique a 'apeline

a) Action moléculaire hypothalamique

Nous avons pu montrer durant ce travail de these que I'apeline injectée en icv de facon
aigue générait une production d’H,0, hypothalamique. Ce ne sont pas les NADPH oxydases
hypothalamiques qui sont responsables de cette production d’H,O; car une inhibition de
celle-ci par le DPI n’inhibe pas I'effet hyperglycémiant a jeun. Nous nous sommes donc
focalisés sur les mitochondries, producteur majoritaire des EAOs hypothalamiques [180].
Des résultats préliminaires d’injection ex vivo sur des Hypothalami maintenus en survie,
révelent effectivement une modification de I'activité du complexe |, producteur d’EAOs au
sein de la chaine respiratoire. La production d’H,0; est tres rapide (dés 2 minutes aprés
I'injection d’apeline) et dlie a une injection aigue d’apeline ce qui exclue I'action connue de

I'apeline sur 'augmentation de la biogénése mitochondriale mais dont la cinétique de temps
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ne coincide pas avec nos effets trés rapides [368]. Par contre, notre cinétique d’apparition
des effets de I'apeline sur les mitochondries correspondrait a un effet sur la dynamique
mitochondriale. En effet, les mitochondries vont adopter une morphologie particulierement
en se fragmentant dans des conditions d’hyperglycémie et générer ainsi une production
d’EAOs [225]. Ainsi il faudrait analyser la forme des mitochondries hypothalamiques en
réponse a cette injection d’apeline mais également étudier les différentes protéines de la
dynamique mitochondriale comme DRP1 impliqué dans la fission ainsi que OPA1l et les
mitofusines impliquées dans la fusion [228]. Nous pourrions étudier la production d’H,0>
hypothalamique en réponse a I'apeline chez des animaux ayant recu un siRNA dirigé contre
la protéine DRP1 ou chez des animaux knock-out pour les mitofusines hypothalamiques. Il a
récemment été mis en évidence qu’un défaut de contact entre le RE et les mitochondries
dans les neurones a POMC médiaient l'apparition d’un stress du RE hypothalamique
impliqué dans la résistance cérébrale a la leptine et dans des défauts métaboliques [229].
L'apeline étant libérée par des neurones POMC [351], I'étude de cette interaction RE-
mitochondrie contriburait 3 mettre en évidence une action originale de I'apeline sur les

organelles neuronales.

b) Action hypothalamique de I'apeline sur des tissus périphériques

Le modeéle d’animaux présentant une augmentation de I'apeline hypothalamique par pose
d’'une mini-pompe osmotique ne présente pas de variation de poids corporel ni de
modification de la prise alimentaire. Par contre, il présente des défauts de I’homéostasie
glucidique tels que I’hyperglycémie et I’hyperinsulinémie a jeun [381]. Nous nous sommes
donc intéréssés a la dépense énergétique de ces animaux, étant donné que son altération
contribue a 'apparition d’un diabete de type 2. De plus, la littérature montre une action de
I’apeline centrale sur le BAT [382], un organe clef de la dépense énergétique impliqué dans
le contréle de la thermogénése. Nous avons pu mettre en évidence que la dépense
énergétique était diminuée chez nos animaux traités durant les phases nocturnes, périodes
d’activité et d’alimentation de nos animaux (Figure 23). Ces résultats vont de pair avec les
taux circulants d’apeline qui augmentent également durant cette période et suggerent une
possible action au niveau de I'éminence médiane de cette apeline circulante sur les taux

hypothalamiques [381].
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En lien avec cette diminution de la dépense énergétique, et étant donné que |'activité
locomotrice de nos animaux n’est pas modifiée, nous nous sommes intéréssés a la
thermogénése de nos animaux qui tendrait a étre diminuée dans le cas d’'une diminution de
la dépensé énergétique. Bien qu'’il n’y ait aucune différence entre la température corporelle
sur 24 heures de nos animaux subissant un traitement chronique a I'apeline par mini-pompe
par rapport a des animaux contrdles, nous ne pouvions pas exclure une action de I'apeline
centrale sur le BAT. Nous avons donc étudié précisément les tissus adipeux de nos animaux
afin de mettre en lumiére des acteurs moléculaires impliqués dans la dépense énergétique
au sein de ces tissus. La particularité du BAT est de générer de la chaleur grace a son grand
nombre de mitochondries. Cette production de chéaleur est réalisée notamment par PGCla,
un facteur de thermogénese permettant I'oxydation des acides gras dans la mitochondrie
[397]. Dans notre modele, nous observons une diminution des ARNm codant pour PGCla,
mais également pour PRDM16, un facteur de transcription clef impliqué dans la brunisation
des tissus adipeux [311]. En parallele, le facteur de brunisation PRDM16 est également
diminué dans le WAT (nous avons pris comme WAT le tissu adipeux sous-cutané) (Figure 24).
Il @ récemment été mis en évidence que sa délétion générait de séveres résistances a
I'insuline contribuant ainsi a I'apparition d’un diabéte de type 2 [398]. Ainsi, I'activité du BAT
et la brunisation du WAT sont diminuées dans notre modele contribuant a la diminution de

la dépense énergétique. Ces résultats révelent une action délétere de ces forts taux
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d’apeline sur un autre organe que le foie contribuant globalement a une déterioration du
métabolisme. L'étude de ce modele chronique devraient étre prolongée en I’exposant plus
de 14 jours a I'apeline afin d’évaluer la température corporelle ainsi que la résistance au
froid. Nos résultats sont en désaccord avec Masaki et al. qui montrent une augmentation de
la température du BAT en réponse a une injection d’apeline dans le PVN [382]. Mais nous ne
réalisons pas les expériences sur le méme modeéle animal (I'injection dans le PVN était
réalisée chez des rats), a la méme dose et dans la méme région soulignant d’autant plus

cette duplicité d’effet de I'apeline [381].
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Figure 24 : Activité des tissus adipeux chez le modeéle de souris recevant de forts taux d’apeline centrale via la
pose de mini-pompes osmotiques.

A.Diminution des transcrits ARNm codant pour PGCl-a dans le BAT en réponse au traitement chronique a I'apeline.

B. Diminution des transcrits ARNm codant pour PRDM16 dans le BAT et le WAT (en prenant le tissus adipeux sous-cutané
comme du WAT) en réponse au traitement chronique a I'apeline.

La littérature révele également une action de 'apeline centrale sur la sphére cardiaque. En
effet, une injection d’apeline icv va augmenter la pression artérielle et le rythme cardiaque
[399]. Le coeur est largement contrélé par le SNA via les composantes parasympathiques et
sympathiques tandis que des données de la littérature indiquent qu’une hyperactivation du
SNS pourrait contribuer aux pathologies cardiovasculaires retrouvées chez des rats Goto-
Kakizati (présentant un diabéte de type 2 non associé a une obésité) [400]. En effet, chez ces
animaux, le TRH central est impliqué dans les dysfonctions cardiaques observées puisqu’une
injection intrathécale d’'un analogue du TRH induit une inflammation cardiaque. Les
neurones a TRH, présents dans I’"hypothalamus, vont se projeter sur les régions contrélant le
SNA suggérant une activation de celui-ci. Cet axe cerveau-cceur a déja été mis en évidence
via des injections icv chroniques de ghréline qui générent une augmentation des marqueurs

pro-inflammatoires TNFa, iNOS et IL1B dans le coeur chez la souris saine [401]. Nous nous
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sommes donc intéréssés a ces marqueurs proinflammatoires au sein du cceur. En effet,
I'apeline injectée en ip améliore I'hypertrophie cardiaque et les marqueurs de stress
oxydatifs en réponse a une ischémie [360]. Lors d’'un contrdle du coeur par une forte dose
d’apeline centrale, nous montrons un effet opposé puisque le marqueur pro-inflammatoire
TNFa est augmenté chez les souris traitées (Figure 25). Ainsi, ces forts taux d’apeline
engendreraient des caractéristiques de la pathologie diabétique, mais également des effets
délétéres sur des organes périphériques comme les tissus adipeux et le coeur participant a
I’établissement du diabéte de type 2 et aux pathologies associées comme les dysfonctions
cardiovasculaires. L'inflammation dans le coeur est majoritairement proportionnelle a
I'altération de la fonction cardiaque [402]. Afin d’explorer les altérations de la sphere
cardiaque, nous analyserons par échographie si la contractilité du coeur est altérée, en lien

avec l'inflammation mise en évidence dans nos résultats.
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Parmi les organes impliqués dans le métabolisme glucidique, les muscles, tissus importants
dans la captation du glucose, devraient également étre étudiés notamment a travers la
signalisation insulinémique. En effet, il a été montré au sein de I'’équipe une diminution de la
captation du glucose durant un clamp en réponse a l'injection icv aigue d’apeline. La
résistance a l'insuline transitoire générée par cette injection icv aigue pourrait étre
retrouvée sur ce modele chronique et serait une piste intéressante dans la convergence

d’effet amenant au diabete de type 2 [381].

c) Origine de I'apeline délétere, périphérie versus hypothalamique

Le dernier point gu’il serait judicieux de développer dans la continuité de ces travaux de
thése serait de faire la part entre I'apeline adipocytaire et I'apeline hypothalamique dans ces
effets déléteres de I'apeline centrale. En effet dans le cadre d’un diabete de type 2, les taux

périphériques d’apeline mais également les taux hypothalamiques sont augmentés.
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L’hypothalamus étant une structure neurohémale, les molécules de la circulation sanguine
peuvent atteindre cette structure cérébrale. L'apeline périphérique augmenterait en
réponse aux prémices d’'une détérioration du métabolisme glucidique afin d’agir
directement sur la périphérie et d’améliorer la captation du glucose [365], mais ces forts
taux atteignant le cerveau pourrait agir au niveau des neurones apelinergiques et générer
une libération d’apeline hypothalamique importante responsable de la mise en place d’un
diabéte de type 2. Des données préliminaires du laboratoire montre une présence d’apeline
dans I'hypothalamus 10 minutes aprés une injection d’apeline en veine fémorale chez des
animaux knock-out pour [l'apeline. Ainsi, l'apeline périphérique pourrait atteindre
I’hypothalamus via la circulation sanguine. En parallele, il a été mis en évidence au sein du
laboratoire, une cyclicité des taux périphériques d’apeline avec des taux augmentés durant
la période nocturne qui correspond a la période d’alimentation des animaux [381]. Cette
cyclicité pourrait agir au niveau hypothalamique contribuant par exemple a la modulation de

la prise alimentaire.

Pour faire la part de I'apeline libérée par les neurones et de I'apeline périphérique atteignant
I’hypothalamus, dans la géneése d’un diabéte de type 2, nous avons généré au sein du
laboratoire un modele d’animaux knock out pour I'apeline hypothalamique. Ces souris sont
des modeles cre-lox générés par un croisement entre des animaux apeline-lox et des
animaux possédant la cre recombinase sous le contréle du promoteur nkx2.1, exprimé dans
I’hypothalamus [403]. Cette construction a déja été utilisée dans la littérature permettant la
génération d’animaux délétés pour le récepteur a la leptine uniguement dans
I’hypothalamus [321]. Des résultats préliminaires dans I'étude de ces animaux knock-out
pour I'apeline hypothalamique a permis de mettre en évidence une augmentation du poids
corporel des 9 semaines de vie corrélé a une augmentation de la prise alimentaire (Figure 26
A et B). Ces résultats suggérent une action satiétogene de I'apeline en accord avec sa
localisation dans les neurones a POMC. En paralléle, ces animaux presentent également une

intolérance au glucose (Figure 26 C).
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Figure 26 : Résultats préliminaires des animaux knock-out pour I'apeline dans I’hypothalamus
A.Augmentation du poids corporel chez des animaux délétés pour I'apeline par rapport aux contrdles. B. Augmentation de

la prise alimentaire a 12 semaines chez des animaux délétés pour I'apeline par rapport aux contréles. C. Intolérance au
glucose a 12 semaines chez des animaux délétés pour I'apeline par rapport aux contréles.

A la vue de ces résultats préliminaires, I'apeline hypothalamique est indispensable au
maintien de I'"homéostasie glucidique. En effet, les faibles taux permettent d’améliorer la
captation du glucose [381] et probablement d’engendrer un effet statiétogéne via une
action sur les POMC. Au niveau de ces neurones, il nous faut étudier la de libération d’EAOs
indispensable au bon fonctionnement de leur sensibilité au glucose car la littérature indique
gu’un défaut de cette libération d’EAOs dans ces neurones POMC glucosensibles génére un
diabéte de type 2 [259]. En parallele, I'’étude des protéines de la dynamique mitochondriale
au sein de ces mémes neurones permettrait de mettre en lumiére des acteurs impliqués

dans la libération d’EAOs tels que DRP1 ou les mitofusines.

Nous n’avons pas observé de modification de la prise alimentaire apres le jeune dans notre
modele d’injection aigue d’apeline en icv chez des animaux sains. Par contre, des résultats
préliminaires montrent que nos animaux surexprimant I'apeline dans le VMN présentent
une diminution de la prise alimentaire. Ces animaux présentent également des
caractéristiques d’un diabete de type 2, suggérant que les effets de I'apeline sur la prise
alimentaire et sur le metabolisme glucidique sont distincts. Nous devrions donc étudier chez
nos animaux knock-out pour I'apeline hypothalamique, la signalisation a la leptine ainsi que

d’autres acteurs hypothalamiques du métabolisme glucidique tels que mTOR et ’AMPK.

En paralléle, I'étude de la fonction d’organes périphériques tels que la brunisation des tissus
adipeux, la production hépatique de glucose, I'inflammation cardiaque et I'activité du SNA
devraient étre réalisée. Ces animaux vont également étre mis sous régime HFD afin
d’évaluer si le régime amplifie ce phénotype diabétique et hyperphage. Enfin, I'ensemble de

ces expériences seront réalisées chez des animaux knock-out pour I'apeline adipocytaire afin
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de clairement discriminer la contribution de I'apeline périphérique a ces effets centraux

déléteres.

Suite a la mise en évidence de I'action bénéfique de I'apeline sur le métabolisme glucidique
lors d’une injection en iv, une étude clinique humaine a été mise au point. L'apeline semble
une molécule prometteuse dans le traitement du diabéte de type 2 en agissant via la voie de
I’AMPK, voie différente de celle de insuline, court-circuitant ainsi la résistance a l'insuline
établit dans cette pathologie. Mes travaux de thése et les travaux évoqués en perspectives
permettent 1) d’indiquer une contribution certaine de [I'apeline hypothalamique a
I’établissement d’'un diabéte de type 2; permettant ainsi 2) d’encadrer les doses
administrées en thérapeutique qui pourraient engendrer les effets inverses de ceux voulu en

agissant directement sur I’hypothalamus.

Ces travaux renforcent le role clef du cerveau et plus précisément de I’"hypothalamus dans la
mise au point de thérapeutiques ayant pour but de contrer la mise en place d’un diabéte de
type 2. En effet, de nombreuses molécules vont avoir des effets complétement opposés
entre la périphérie et le cerveau, I'étude de leurs conséquences hypothalamiques est donc

primordiale dans la mise au point de traitements thérapeutiques.
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Annexes

Durant mes trois années de these, j'ai eu I'opportunité de participer a des travaux portant
sur I'apeline, le métabolisme glucidique et/ou le cerveau, ainsi que de prendre part a
I’écriture de deux revues portant sur ma thématique de thése. Les publications issues de ces

collaborations sont donc présentées dans cette partie.

Le premier article a été publié en 2011 dans la revue Antioxydant Redox Signaling par
Thibaut Duparc. Les travaux réalisés impliquent I'apeline hypothalamique dans le contréle

de I’homéostasie glucidique.

Le deuxieme article a été publié en 2013 dans la revue Peptides par Laura Butruille. Les
travaux réalisés mettent en évidence les variations d’apeline et d’APJ au sein de différents
tissus chez des souris femelles en réponse a un régime rendant les animaux

obéses/diabétiques par une alimentation riche en gras.

Le troisiéme article a été publié en 2014 dans la revue Plos One par Dina. N Arvanitis. Les
travaux réalisés avancent le rble clef de la protéine d’adhérence éphrine Bl dans la

maturation corticale et le développement de la mémoire non-spatiale.

Les deux derniers articles sont des revues publiées en 2013 dans Hormone and Metabolic
Research pour la premiere et Obésité pour la seconde. La premiére revue est publiée par
Claude Knauf et aborde le réle de I'apeline dans I’homéostasie glucidique tandis que la
seconde récapitule comment les dialogues inter-organes (entre le tissu adipeux l'intestin et

I’hypothalamus) vont influencer la mise en place d’une obésité et d’un diabete de type 2.
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Central Apelin Controls Glucose Homeostasis
via a Nitric Oxide-Dependent Pathway in Mice
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Abstract

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

Introduction

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

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

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

levels of plasma apelin in human and mice are increased in  glucose utilization in the whole body of mice fed normal chow
obesity, diabetes (18, 42), and in insulin resistance (12), other ~(NC) by stimulating glucose uptake, especially in skeletal
studies demonstrate that plasma apelin is reduced in type 2 muscles via an AMPK and endothelial nitric oxide synthase
diabetes patients (14). Recently, we have demonstrated that (eNOS) dependent pathway (12). Also, in high-fat diet (HFD)
acute intravenous (iv) apelin decreases glycemia and increases  induction of insulin-resistant mice; apelin improves glucose

»
|

FIG. 2. Brain low-dose (LD) apelin controls glucose homeostasis in NC wild-type (WT) mice. (A) Effect of acute i.c.v.
injection of LD apelin (n=17) on blood glucose in fasted NC WT mice compared to aCSF injected fasted NC WT mice (n=18).
The adjacent bar graph represents the average area under the curve (AUC). (B) Time course insulinemia evolution before and
after i.c.v. injection of LD apelin (black, n=>5) or aCSF (white, n=5) in another set of fasted NC WT mice. (C) Effect of i.c.v.
injected LD apelin on blood glucose (1=15) in fed NC WT mice compared to aCSF injected fed NC WT mice (n=15). The
adjacent bar graph represents the average AUC. *p <0.05. (D) Time course insulinemia evolution before and after i.c.v. injection
of LD apelin (black, n=6) or aCSF (white, n=5) in another set of fed NC WT mice. (E) OGTT in 6-hour-fasted NC WT mice
i.c.v. injected with LD apelin (n=10) or aCSF (n=11). The adjacent bar graph represents the average AUC; *p <0.05. Two-way
ANOVA followed by t-test post hoc reveals time (#p <0.001) and treatment (§p <0.001) effects. (F) OGTT-associated insulinemia
in 6-hour-fasted NC WT mice i.c.v. injected with LD apelin (black, n=10) or aCSF (white, n=11). (G) ITT in 6-hour-fasted NC
WT mice i.c.v. injected with LD apelin (n=9) or aCSF (n=12); *p<0.05, **p <0.01. Two-way ANOVA followed by t-test post
hoc reveals time (#p <0.001) and treatment ($p<0.01) effects. (H) Turnover (TO), hepatic glucose production (HGP), glucose
infusion rate (GIR), glycolysis (Glycol), and glycogen synthesis (GIn Synth) obtained during an euglycemic hyperinsulinemic
clamp in 6-hour-fasted NC WT mice i.c.v. injected with LD apelin (n=6) or aCSF (n=5). Results are the mean+SEM.
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tolerance and insulin sensitivity (12), suggesting a potential
compensatory role of the high levels of apelin observed in obese
subjects. In keeping with these data, apelin KO mice are hy-
perinsulinemic and insulin resistant (49). Altogether, these data
support a role for apelin in the control of glucose homeostasis.

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

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

Results

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

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

DUPARC ET AL.

1C). Two doses (2 il of 10 pM corresponding to 20.10 > fmol, or
2l of 20nM corresponding to 40 fmol) were selected for this
study in respect to their effects on glycemia (Fig. 1). The first
one (called “low-dose (LD)” in the text) was selected for its
effect on fed glycemia, whereas the second one (called “high-
dose (HD)”) for its fasted hyperglycemic effect. The high dose
(HD) of apelin (2 ul of 20nM) corresponds approximately to
half the quantity of total tissue apelin found in C57bl6 mouse
hypothalamus (74+4 fmoles per hypothalamus). These doses
of apelin-13 injected iv did not modify blood glucose or insulin
concentration (unpublished personal data).

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

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

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

Circadian variations of plasma apelin levels
in NC and HFD mice

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

»

»

FIG. 3. Loss of beneficial effects on glucose homeostasis of acute i.c.v. LD apelin in HFD mice. (A) Effect of acute i.c.v.
injection of LD apelin (12=10) on blood glucose in fasted HFD WT mice compared to aCSF injected fasted HFD WT mice
(n=9). The adjacent bar graph represents the average AUC. (B) Time-course insulinemia evolution before and after i.c.v
injection of LD apelin (black, n=7) or aCSF (white, n=6) in another set of fasted HFD WT mice. (C) Effect of acute i.c.v.
injection of LD apelin (n=8) on blood glucose in fed HFD WT mice compared to aCSF injected fed HFD WT fed (1=6). The
adjacent bar graph represents the average AUC. (D) Time course insulinemia evolution before and after acute i.c.v. injection of
LD apelin (black, n=7) or aCSF (white, n=6) in another set of fed HFD WT mice. (E) OGTT in 6-hour-fasted HFD WT mice
i.c.v. injected with LD apelin (1=9) or aCSF (1 =10). The adjacent bar graph represents the average AUC. (F) OGTT-associated
insulinemia in 6-hour-fasted HFD WT mice i.c.v. injected with LD apelin (black, n=9) or aCSF (white, n=10). (G) ITT in 6-
hour-fasted HFD WT mice i.c.v. injected with LD apelin (1=7) or aCSF (1n=8). Results are the mean+SEM.
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FIG. 4. Circadian plasma apelin variations are altered in HFD mice. (A) Circadian plasma apelin variations in NC WT
mice (n=5). All data were compared to 8 hour. *p<0.05 vs. 8 hour followmg one-way ANOVA analy51s followed by
Dunnett’s post- hoc test. (B) Circadian plasma apelin variations in HFD WT mice compared to NC WT mice (n=5). **p<0.001
NC versus HFD; #p <0.05 vs. 8 hour followmg one-way ANOVA analysis, followed by Dunnett’s post-hoc test. (C) Circadian
plasma insulin variations in NC WT mice (12=5). (D) Circadian plasma insulin variations in HFD WT mice compared to NC
WT mice (n=5); *p<0.05, *p<0.01, and ***p<0.001 NC versus HFD. Results are the mean+SEM.

tricular structure where the blood-brain barrier displays
physiological modifications (35), may be differentially
stimulated by circulating apelin. In accordance with this
hypothesis, we measured circadian variations of plasma
apelin levels in physiological and physiopathological states.
Plasma apelin levels in NC mice followed a circadian rhythm
with an increase during the dark period (corresponding to
the fed period) (Fig. 4A). In contrast to NC mice, HFD mice
showed a deregulation of this rhythm since apelin plasma
levels increased significantly during the entire day (Fig. 4B).
As expected, plasma insulin levels follow a similar profile to
those of apelin (Figs. 4C and 4D). This set of experiments

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

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

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

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

Variation of c-Fos expression in the hypothalamus
in response to acute apelin injection
in physiological conditions

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

DUPARC ET AL.

Hypothalamic NO as a potential target to brain LD apelin

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

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

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

To address the dependence of the observed central apelin
effects on the generation of NO, we repeated the above ex-
periments in total eNOS KO mice. All beneficial effects of
apelin on glucose homeostasis were lost in eNOS KO mice,
including glucose tolerance (Figs. 9A and 9B) and fed glyce-
mia (AUC: eNOS KO Control=224.8+14.9 vs. eNOS KO
Apelin=205.5%12.3). eNOS KO mice perfused with i.c.v. NO
donor did not present modification of glucose tolerance (ex-

»

»

FIG. 6. Persistent hyperglycemic effect of i.c.v. HD apelin on glucose homeostasis in HFD mice. (A) Effect of acute i.c.v.
injection of HD apelin (1=6) on blood glucose in fasted HFD WT mice compared to aCSF injected fasted HFD WT mice
(n=>5). The adjacent bar graph represents the average AUC; *p <0.05, **p<0.01. (B) Time course insulinemia evolution before
and after i.c.v. injection of HD apelin (hatched, n==6) or aCSF (white, n=6) in another set of fasted HFD WT mice. (C) Effect of
acute i.c.v. injection of HD apelin (1n=6) on blood glucose in fed HFD WT mice compared to aCSF injected fed HFD WT mice
(n=8). The adjacent bar graph represents the average AUC. (D) Time course insulinemia evolution before and after i.c.v.
injection of HD apelin (hatched, n=6) or aCSF (white, n=6) in another set of fasted HFD WT mice. (E) OGTT in 6-hour-fasted
HFD WT mice i.c.v. injected with HD apelin (n=8) or aCSF (n=10). The adjacent bar graph represents the average AUC. (F)
OGTT-associated insulinemia in 6-hour-fasted HFD WT mice i.c.v. injected with HD apelin (hatched, n=8) or aCSF (white,
n=10). (G) ITT in 6-hour-fasted HFD WT mice i.c.v. injected with HD apelin (n=8) or aCSF (n=8). Results are the mean+

SEM.
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cept a slight decrease of glycemia at t60 and t90 following
SNAP i.c.v. administration in eNOS KO mice) (Fig. 9A) as-
sociated with a drastic increase in insulin release (Fig. 9B).
This suggests that 1) the lack of response to LD apelin could be
atleast in part due to the absence of a functional hypothalamic
eNOS, and 2) insulin resistance is one major characteristic of
eNOS KO mice (37). In accordance with these findings,
pharmacological blockade of NOS using L-NMMA adminis-
tration in wild-type mice completely abolished the beneficial
effects of apelin observed on glucose homeostasis (Figs. 9C
and 9D). Then we found that LD apelin did not increase NO
release from ex vivo hypothalamus taken from eNOS KO mice
(Fig. 9E) or from ex vivo control hypothalamus incubated with
L-NMMA (Fig. 9F).

As we observed that beneficial effect of LD apelin on fed
glycemia in NC mice requires a functional hypothalamic
NO pathway as opposed to HD apelin, we investigated the
effect of HD apelin in eNOS KO mice or L-NMMA i.c.v.
treated normal NC mice. In fed eNOS KO mice, i.c.v. HD
apelin increased peripheral glycemia (Fig. 9G) without
modification of plasma insulin (15.7£4.0 vs. 22.9+6.0 uU/
mL at t30; 9.8+1.7 vs. 14.3+4.2 yU/mL at t15; 7.6£1.4 vs.
11.7+4.3 uU/mL at t120; control vs HD apelin; n=12 vs.
n=6, respectively). Glucose and insulin tolerance were not
modified by acute i.c.v. HD apelin in eNOS KO mice and
NO release in fed conditions was unchanged (data not
shown). This suggests first that the hyperglycemic effects are
NO-independent, and second, that in the fed state basal
hypothalamic NO is sufficient to counteract the hypergly-
cemic effects of HD apelin in normal mice. Importantly, and
in agreement with measurements made in the eNOS
KO mice, HD apelin moderately increased peripheral gly-
cemia in L-NMMA i.c.v. treated fed mice (Fig. 9H) without
modification of plasma insulin (10.2+2.3 vs. 5.1+0.7 yU/mL
at t30; 83+14 vs. 83+1.5uU/mL at t15; 5.7+1.0 vs.
9.3%1.6 pU/mL at t120; control vs HD apelin; n=>5 vs. n=11,
respectively), corroborating the existence of a second, dis-
tinct NO-independent pathway mediating the HD apelin
effects. All other parameters (glucose/Insulin tolerance, NO
release in fed conditions) were not modified by acute i.c.v.
HD apelin (data not shown).

Effect of i.c.v. chronic HD apelin injection on peripheral
glucose metabolism in physiological conditions

Marked elevations in the circulating concentrations of in-
sulin and leptin are considered hallmarks of the obese and
diabetic condition. Diet-induced obese mice exhibit a parallel
and marked increase in plasma apelin and obese/diabetic
state was associated with a chronic administration of apelin
(Fig. 4). In order to assess the potential effects of a continuous
priming of apelin in the brain, we assessed the effect of a
2-week continuous i.c.v. HD apelin perfusion on glucose ho-
meostasis parameters. Body weight (26.0£0.4 vs. 26.4£0.3 g
at week 1; 26.5+0.4 vs. 26.4+0.4g at week 2, control vs
chronic HD apelin; n=6 vs. n=7, respectively) and food in-
take (13.9+0.4 vs. 14.2+0.2 kcal/day/mouse at week 1;
15.7£0.3 vs. 16.1£0.6 kcal/day/mouse at week 2, control vs
chronic HD apelin; n=6 vs. n=7, respectively) did not vary in
chronic HD apelin-treated mice. In fasted state, glycemia and
insulinemia significantly increased at week 2 of chronic HD
apelin treatment (Figs. 10A and 10B). Fed glycemia and in-
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sulinemia did not change during the 2-weeks of experiment
(Figs. 10C and 10D), corroborating the acute effect previously
observed on fed state. Mice treated with HD apelin showed a
significant decrease in insulin tolerance compared to control
mice (Fig, 10F), reinforcing the negative impact of HD apelin
in the brain.

Discussion

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

One of the major peripheral effectors of apelin function is
eNOS. The apelin/eNOS axis is represented in numerous
physiological processes including vascular functions (45, 50)
and peripheral glucose utilization (12), and not surprising
perturbation of the axis is associated with both hyperten-
sion and diabetes, respectively. Using pharmacological and
transgenic approaches, we demonstrate that NO is implicated
in hypothalamic LD apelin-driven signaling effects. The ob-
served NO release measurements (nanomolar concentrations)
lie within the physiological range and are consistent with
previously published functions of NO (29). Consistent with
the observed effects, both constitutively expressed forms of
NOS (nNOS and eNOS) are found in the hypothalamus. Also,
both forms have previously been shown to be capable of
modulating the central tone of glucose homeostasis (6, 16).
Here, we demonstrate that beneficial effect of i.c.v. LD apelin
implies an increase phosphorylation of eNOS only in fed
conditions. Moreover, our finding that eNOS KO mice do not
respond to i.c.v. LD apelin supports a dominant role for the
eNOS isoform in the apelin-driven effects. We cannot rule out
the fact that one characteristic of eNOS KO mice is to present a
clear insulin-resistant state and the absence of i.c.v. LD apelin
effect could be related to peripheral disturbance. Conversely
to this hypothesis, eNOS KO mice are still able to response to
i.c.v. SNAP by an increase in insulinemia as previously ob-
served in a rat model in which hypothalamus is stimulated by
intracarotid NO donor (27). In spite of a lack of clear ame-
lioration of glucose tolerance, eNOS KO mice present a more
rapid return to normal glycemia (from t60 to t120, Fig. 9A). All
these data suggest that the brain of eNOS KO mice can re-
sponse to NO donor with peripheral physiological changes.
We can speculate that these modifications can be amplifying
in response to higher (supraphysiological) doses of i.c.v.
NO donor.

Interestingly, when challenged with HD central apelin,
both eNOS KO and L-NMMA treated mice present an in-
crease in glycemia in the fed state. These findings suggest that
a basal tone of NO in the hypothalamus is crucial for the
maintenance of a physiological glycemia, and NO from en-
dothelial origin is implicated in the hypoglycemic effect of
apelin. This hypothesis is supported by the work of Shankar
et al. (36) demonstrating that i.c.v. L-NMMA injection in the
rat increases insulin resistance. Finally, ex vivo hypothalami
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FIG. 7. Differential c-Fos activation by i.c.v. LD or HD apelin in the hypothalamus. (A) Representative staining of
c-Fos-expressing cells in the ARC, VMH, and DM nuclei after i.c.v. injection of LD apelin (n=4), HD apelin (n=4), or aCSF
(n=4) in fasted NC WT mice. Means+SEM are represented in a graph; *p<0.05 versus aCSF. (B) Representative staining of
c-Fos-expressing cells in the ARC, VMH, and DM nuclei after i.c.v. injection of LD apelin (n=4), HD apelin (n=4), or aCSF
(n=4) in fed NC WT mice; *p<0.05 versus aCSF. Results are the mean+SEM.
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treated with HD apelin did not exhibit increased NO release
throughout the 20 minutes of exposure, suggesting that HD
apelin activates inhibitory signals for NO. In contrast to LD
apelin, we hypothesize that HD apelin may decrease NO re-
lease in hypothalamic explants, as observed with leptin on
pituitary cells (25). This hypothesis supposes that high levels
of hypothalamic apelin are able to stimulate inhibitory factors
of NOS activity such as beta-endorphin (15) or of eNOS co-
factors such as reactive oxygen species (20). In support of such
a mechanism, we have observed that HD apelin stimulates
hydrogen peroxide release from ex vivo hypothalamus (data
not shown). The fact that HD apelin did not increase the
phosphorylation of eNOS in fed conditions as opposed to
LD apelin, further reinforce this hypothesis. An equally
plausible hypothesis would be that the APJ receptor-induced
signaling cascade exhibits desensitization in response to HD
apelin. Indeed, i.c.v. apelin has been shown to induce a
downregulation of the receptor itself in the hypothalamus of
HFD mice (8).

We hypothesized that elevated levels of central apelin
might impair glucose homeostasis since obese/diabetic mice,
which are sensitive to peripheral apelin (12), present increased
plasma apelin levels. Both the finding of abolished circadian
apelin regulation in HFD-treated mice (Fig. 4) and that of
chronic apelin triggering insulin intolerance (Fig. 9) are con-
sistent with this hypothesis. Interestingly, the finding that HD
central apelin increases blood glucose during fasting (Fig. 5)
suggests a link between central apelin and the control of he-
patic glucose production. Although hepatic glucose produc-
tion was not significantly modified during the clamp, a link
between central apelin and liver could be suggested since HD
apelin increases blood glucose during fasting. Numerous
studies have implicated the autonomous nervous system in
the central control of liver glucose metabolism. Indeed, he-
patic denervation (48) and electrical stimulation (38) modify
glycogen liver content. Also, the stimulation of the VMH
produces hyperglycemia by increasing glycogenolysis and
gluconeogenesis (9) which are mediated by sympathetic ef-
ferents. Importantly, the previously described kinetics of
sympathetic gluco-regulation (glycogenolysis within min-
utes; gluconeogenesis within hours) (39-41) clearly fits with
our observation of two waves of increased glucose release
after HD apelin. While these hepatic gluco-regulatory ef-
fects and the c-Fos staining profiles (Fig. 7) clearly highlight an
activity of apelin at the VMH, the concurrent capacity of
apelin to initiate insulin release suggests the additional in-
volvement of parasympathetic regulation and thus of addi-
tional hypothalamic nuclei (the lateral hypothalamus and
periventricular hypothalamic nucleus). Such a concept could

<
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explain the dose dependency of apelin action and places the
apelin/APJ axis as a novel central regulator of glucose ho-
meostasis. In accordance with this hypothesis, we found that
i.c.v. apelin differentially affects glucose metabolism. LD
apelin improve fed glycemia and glucose tolerance. In fasted
state, LD apelin did not changes glycemia, while supraphy-
siological insulin stimulation increased insulin tolerance.
To verify this hypothesis, we performed euglycemic-
hyperinsulinemic clamp studies and did not find any modi-
fication of glucose turnover. Therefore, this suggests that in
the fasted state, the brain cannot adequately respond to LD
apelin as opposed to a hyperglycemic state. Interestingly, HD
apelin markedly increased plasma insulin secretion during
fasted state and oral glucose load. This last observation sug-
gests that HD apelin promotes a moderate insulin resistance
state. Nonetheless, we did not find any changes of insulin
tolerance upon ITT, however, we may not rule out that the
supraphysiological dose of insulin used exceeds the physio-
logical impact of i.c.v. HD apelin, thereby jeopardizing the real
assessment of insulin sensitivity. Therefore, we decided to in-
vestigate insulin sensitivity by using the gold standard method,
namely the euglycemic-hyperinsulinemic clamp studies. Im-
portantly, by using this method, we found that HD apelin
administration promotes whole body insulin resistance.
Although i.c.v. apelin controls peripheral glucose homeo-
stasis, chronic i.c.v. perfusion of apelin does not modify cu-
mulative food intake in our experiment. This result is in
accordance with Taheri ef al. (44) which demonstrates similar
effect in rats. At the opposite, numerous studies implicate
central apelin as a positive (47) or negative regulator (43) of
food intake. Such discrepancies could be explain by injection
process (acute vs. chronic), the dose injected in lateral ven-
tricle (low vs. high) and by the nutritional state (fast vs. fed)
(44). In our study, we demonstrate that LD apelin targets
hypothalamic NO in fed conditions. One of the mechanisms
could be explained by the fact that the hypothalamus needs an
impregnation of peripheral factors (including glucose and/or
insulin) to adequately respond to brain apelin via NO. In ac-
cordance with this hypothesis, Becskei ef al. (2) demonstrate a
differential expression of c-Fos expression in the arcuate nu-
cleus of fasted, chow-refed or ad libidum fed mice associated to
variations of plasma hormones concentrations (insulin, leptin,
ghrelin). In this study, the authors also demonstrate that
supplementation of food with macronutrients (protein, fat, or
carbohydrates) may modify c-Fos expression in refeeding
mice, suggesting that the arcuate nucleus represents an im-
portant site in the short-term control of energy intake. How-
ever, the feeding-related factors implicated in the genesis of
the transition from fasted to fed state in the hypothalamus,

FIG. 8. i.c.v. LD apelin targets eNOS in the hypothalamus. (A) Ex vivo hypothalamic NO release measured by real-time
amperometric detection in fasted NC WT mice after injection of LD apelin (1=>5) or aCSF (n=6). (B) Ex vivo hypothalamic NO
release measured by real-time amperometric detection in fed NC WT mice after injection of LD apelin (n=5) or aCSF (1=6);
*p<0.05, *p<0.01. (C) Ex vivo hypothalamic NO release measured by real-time amperometric detection in fasted NC WT
mice after injection of HD apelin (n=4) or aCSF (n=5). (D) Ex vivo hypothalamic NO release measured by real-time
amperometric detection in fed NC WT mice after injection of HD apelin (n=6) or aCSF (n=6); *p <0.05. (E) Representative
blots and quantification of eNOS expression (phosphorylated and total forms) in ex vivo hypothalamus of fasted NC mice
incubated with saline, LD apelin, or HD apelin (1=4). (F) Representative blots and quantification of eNOS expression
(phosphorylated and total forms) in ex vivo hypothalamus of fed NC mice incubated with saline, LD apelin, or HD apelin
(n=4); *p<0.05. (G) Ex vivo hypothalamic NO release measured by real-time amperometric detection in fed HFD WT mice
after injection of LD apelin (n=5) or aCSF (n=6). (H) Ex vivo hypothalamic NO release measured by real-time amperometric
detection in fed HFD WT mice after injection of HD apelin (1=5) or aCSF (1=6). Results are the mean+SEM.
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and thus contributing to the brain apelin/NO effect during
fed state, remain to be defined. Thus, we can speculate that the
capacity of hypothalamic nuclei to respond to apelin varied in
function of numerous parameters, including the nutritional
state as suggested by our c-Fos study in the hypothalamus
and by plasma apelin variations observed during the day.
Such variations of hypothalamic c-Fos expression during the
nutritional state and/or apelin levels may have consequence
on autonomous nervous system activity which could explain
peripheral variations observed on glycemia and insulin re-
lease. Thus, we can speculate that such a modification of hy-
pothalamus activity in our model may have consequences on
glucose homeostasis, and identification of apelinergic neu-
rons and efferent nervous signals implicated in this control
need to be further explored.

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

Materials and Methods
Mice

Animals were handled in accordance with the principles
and guidelines established by the National Institute of Medical
Research (INSERM) and by the local ethical committee of the
IFR-BMT. C57Bl6 /] mice and mice deficient in endothelial NO
synthase (eNOS -/-) on a C57Bl6/] background were obtained
from Charles River Laboratory (I’ Arbresle, France). Mice were
housed conventionally in a constant temperature (20°-22°C)
and humidity (50%-60%) animal room and with a 12/12h
light/dark cycle (lights off at 7:00 AM) and free access to food
and water through the 24 h period. All injections and experi-
ments were performed in 13-15-week-old males. A group of
male mice was subjected to high fat diet (HFD) containing 20%
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protein, 35% carbohydrate, and 45% fat (SAFE, Augy, France).
HFD-fed mice were followed at regular intervals with measure
of weight and blood parameters (glucose, insulin) until they
were obese and insulin resistant corresponding to 3 months of
HFD. Experiments were performed on 6 h-fasted or fed mice.
During the time of experiment (3 hours), mice fed overnight
were placed in a new clean cage without food.

Surgical procedures

For in vivo acute and chronic perfusions, an indwelling i.c.v.
catheter (Alzet Brain Perfusion Kit 3, 1-3 mm, Charles River,
0.1 mm lateral, 0.22 mm anteroposterior from the bregma and
1.5mm deep) was implanted in anesthetized mice with iso-
flurane (Abbott, Ringis, France). For chronic perfusions, the
i.c.v. catheter was connected to an osmotic mini-pomp (Model
2004, Alzet; Cupertino, CA), as previously described (21).

Acute injections

Apelin. Bolus injection of 2 ul of [Pyr]apelin-13 (concen-
tration from 10 pM to 50 nM corresponding to 20.10~® fmol to
50 fmol, Bachem, UK), the most active apelin isoform (12), was
injected directly to the i.c.v. catheter completed to 2 ul of ar-
tificial cerebrospinal fluid (aCSF) for treated mice, or 4 ul of
aCSF for control mice. Blood glycemia was measured every
30min from —30 to 210 min (time O corresponding to i.c.v.
apelin injection). To limit stress due to accumulation of tail
blood samples, insulinemia was measured at different time
intervals from —30 to 120 min in another set of mice.

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

Chronic perfusion of apelin

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

<

FIG. 9. Genetic deletion of eNOS or pharmacological blockade of NOS affects i.c.v. LD apelin but not HD apelin effect
on glucose homeostasis. (A) OGTT in 6-hour-fasted NC eNOS KO mice i.c.v. injected with LD apelin (1=7), the NO donor
SNAP (n=9), or aCSF (n=6). The adjacent bar graph represents the average AUC. (B) OGTT-associated insulinemia in 6-hour-
fasted NC eNOS KO mice i.c.v. injected with LD apelin (black, n=7), SNAP (hatched, n=9), or aCSF (white, n=6); *p<0.05
eNOS KO SNAP vs. eNOS KO Control and **p <0.01, eNOS KO SNAP vs. eNOS KO LD apelin following one-way ANOVA
analysis, followed by Bonferoni’s post-hoc test. (C) OGTT in 6-hour-fasted NC WT mice treated with L-NMMA and i.c.v.
injected with LD apelin (n=7) or aCSF (n=7). The adjacent bar graph represents the average AUC. (D) OGTT-associated
insulinemia in 6-hour-fasted NC WT mice treated with L-NMMA and i.c.v. injected with LD apelin (black, n=7) or aCSF
(white, n=7). (E) Ex vivo hypothalamic NO release measured by real-time amperometric detection in fed NC eNOS KO mice
after injection of LD apelin (n=6) or aCSF (n=5). (F) Ex vivo hypothalamic NO release measured by real-time amperometric
detection in fed NC WT mice treated with L-NMMA after injection of LD apelin (1=>5) or aCSF (n=5). (G) Effect of acute i.c.v.
injection of HD apelin (12=6) on blood glucose in fed NC eNOS KO mice compared to aCSF injected fed NC eNOS KO mice
(n=11). The adjacent bar graph represents the average AUC; *p <0.05. (H) Effect of acute i.c.v. injection of HD apelin (n=11) on
blood glucose in fed NC WT mice treated with L-NMMA compared to aCSF injected fed NC WT mice treated with L-NMMA
(n=18). The adjacent bar graph represents the average AUC; *p <0.05, **p <0.01. Results are the mean+SEM.
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Real-time amperometric NO measurements

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

L] L] L] L] L] L] L L
0 15 30 45 60 75 90 105 120

sampling rate of 10 values/sec. The computer-interfaced
DataTrax2 software (World Precision Instruments, Aston
Stevenage, UK) performed data acquisition. Data are ex-
pressed as delta variation of NO release from basal.

Oral glucose tolerance test

6 hour-fasted mice were injected with i.c.v. apelin-13 or
aCSF 120 min before oral glucose (3 g/kg) loading. Blood was
collected from the tail vein at —30, 0, 15, 30, 45, 60, 90, and
120 min later for determination of glucose levels. Blood was
also collected 30 min before and after 15 min glucose loading
for determination of plasma insulin concentration, as previ-
ously described (21-23). In another set of mice, pharmaco-
logical blockade of NOS was induced by i.c.v. L-NMMA
injection 150 min before apelin treatment, and consequences
on glycemia and insulinemia were measured. In a similar
way, experiments were performed in the presence of the NO
donor SNAP (S-nitroso-N-acetyl-D,L-penicillamine, Sigma)
that was dissolved extemporaneously in aCSF, and then in-
fused ata dose of 22.7 nmol in 2 ul completed to 2 ul of aCSF in
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FIG. 11. Apelin mediates the transition from normal to
the diabetic state. In the physiological fed state, the increase
in plasma apelin levels exerts beneficial effects on peripheral
glycemia. In the physiopathological state, the high plasma
apelin levels may exert deleterious effects in the brain, re-
sulting in hyperglycemia and hyperinsulinemia in fasted
conditions, suggesting a novel role of apelin mediating the
transition from normal to the diabetic state.

eNOS KO mice. At this dose, i.c.v. SNAP did not modify
peripheral plasma concentrations of hormones including an-
giotensin II and vasopressin (34). SNAP infusion was started
120 min before oral glucose (3 g/kg) loading.

ITT

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

Euglycemic hyperinsulinemic clamp

A femoral iv catheter was implanted 7 days before clamp
studies. Hepatic glucose production (HGP) and whole body
glucose turnover (TO) were evaluated by the hyper-
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insulinemic-euglycemic clamp technique, conducted at a 6-h
fast with a continuous infusion of 2.5mU/kg '/min~!
human insulin (Actrapid) coupled with [3-’H]glucose
(0.33 uCi, PerkinElmer, Boston, MA). 6 hour-fasted mice
were injected with i.c.v. apelin-13 or aCSF before starting
the clamp, as previously described (23). Tail blood glycemia
was obtained at time 0 and every 10 min thereafter to adjust
a variable 20% glucose infusion rate (GIR) to maintain eu-
glycemia (5-6mM). When steady-state was obtained
(£90min), blood samples (5 ul) were collected every 10 min
for 1h for estimation of plasma glucose specific activity. At
steady state, the rate of glucose appearance (Ra) measured
as=[3->H]GIR/ glucose specific activity equals the rate of
peripheral glucose disposal (Rd) or TO. In insulin-
stimulated conditions (2.5mU/ kg_1 /min~'), HGP was ob-
tained by subtracting the GIR (mg/kg~'/min™") to the Rd
previously calculated: HGP (Ra)=Rd - GIR. The whole-
body glycolytic flux was calculated from the [°H],O accu-
mulated in the plasma during the last hour of the infusions.
The whole-body glycogen synthesis (GIn Synth) rate was
calculated by subtracting the glycolytic flux (glycolysis,
glycol) from the glucose turnover rate. For each mouse, the
mean values have been calculated and then averaged with
values from mice from the same group.

Insulin assays

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

Variations of plasma apelin levels

Plasma apelin levels for NC and HFD mice were measured
every 4 hours with a commercially available enzyme-linked
immunoassay (ELISA) kit (Phoenix Pharmaceuticals, Burlin-
game, CA). The sensitivity of the assay was 0.2ng/ml and the
intra-assay error was below 5%. The ELISA had 100% cross-
reactivity with human apelin-12, apelin-13, and apelin-36.

Quantification of c-Fos expression in the hypothalamus

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

Western blot analysis

Mice were decapitated without anesthesia after 6 hours of
fasting or in fed conditions. After dissection, the hypothala-
mus fragment was washed in Krebs-Ringer bicarbonate/
glucose buffer (pH 7.4) in an atmosphere containing 95% O,
5% CO, and then immersed in tubes containing 400 ul of the
same medium. Each tube contained one hypothalamus.
Apelin-13 or saline was injected directly in the survival me-
dium (final concentrations: 10 pM or 20nM). After 3 min of
incubation, each hypothalamus was frozen at —80°C in liquid
nitrogen and homogenized in lysis buffer. Then, blots were
performed as previously described (6). Briefly, the mem-
branes were blocked for 90 min at room temperature with 5%
dried milk and incubated overnight at 4°C with a primary
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polyclonal antibody against total eNOS (dilution 1/1,000;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) or the phos-
phorylated active form (Ser1177) of eNOS (dilution 1/1,000;
Cell Signaling Technology, Ozyme, St. Quentin Yvelines,
France). After three washes, membranes were incubated with
horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG antibody
(dilution 1/10,000; Amersham Biosciences Europe, Orsay,
France) for 2 hours. Immunoreactivity was detected using an
enhanced chemiluminescence detection kit (ECL system;
Amersham Biosciences Europe) and exposure to X-ray film
(Amersham Hyperfilm ECL, GE Health Care Bio-Sciences
Corp, Piscataway, NJ). Bands were quantified using Image
Quant system (GE Health Care Bio-Sciences Corp). Data are
expressed as percentage of variations of ratio phosphorylated
protein/total protein compared to control.

Statistical analysis

Results are presented as mean+SEM. The statistical sig-
nificance of differences was analyzed by student t-test, by
two-way ANOVA followed by a post hoc t-test, or one-way
followed by post-hoc Bonferroni’'s or Dunnett’s multiple
comparison test, when appropriate. Statistical analyses were
assessed by using GraphPad Prism version 5.00 for windows
(GraphPad Software, San Diego, CA). Results were consid-
ered statistically significant when p <0.05.
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It has been proposed that the apelinergic system (apelin and its receptor AP]) may be a promising
therapeutic target in obesity-associated insulin resistance syndrome. However, due to the extended
tissue-distribution of this system, the therapeutic use of specific ligands for AP] may target numerous
tissues resulting putatively to collateral deleterious effects. To unravel specific tissular dysfunctions of
this system under obesity and insulin-resistance conditions, we measured the apelinemia and gene-
expression level of both apelin (APL) and AP] in 12-selected tissues of insulin-resistant obese female mice

ﬁ;ﬁﬁg;ﬁ% fed with a high fat (HF) diet. In a preliminary study, we compared between adult male and female mice,
Sexual dimorphism the circadian plasma apelin variation and the effect of fasting on apelinemia. No significant differences
Mouse were found for these parameters suggesting that the apelinemia is not affected by the sex. Moreover,
Obesity plasma apelin level was not modulated during the four days of the estrous cycle in females. In obese
Diabetes and insulin-resistant HF female mice, plasma apelin concentration after fasting was not modified but,

the gene-expression level of the APL/AP] system was augmented in the white adipose tissue (WAT) and
reduced in the brown adipose tissue (BAT), the liver and in kidneys. BAT apelin content was reduced in HF
female mice. Our data suggest that the apelinergic system may be implicated into specific dysfunctions
of these tissues under obesity and diabetes and that, pharmacologic modulations of this system may be
of interest particularly in the treatment of adipose, liver and renal dysfunctions that occur during these
pathologies.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Apelin (APL) is derived from a 77-amino acid precursor, which
undergoes proteolytic maturation generating shorter active apelin
peptides, e.g. apelin-36, apelin-17, apelin-13 and its pyroglutamyl
isoform (Pyr1)-apelin-13 and apelin-12 [5]. Apelin exerts paracrine
functions by binding and activating the apelin receptor (APJ) [5,19].
However, as apelin is also a circulating peptide, it exerts in addi-
tion physiological actions in the periphery through its transport in
blood. At a cellular level, the activation of the APJ receptor initiates
the downstream phosphoinositide 3-kinase (PI3K), which subse-
quently stimulates protein kinase B (PKB/AKT) and extracellular
signal-regulated kinases (ERKs) pathways [3,19,27].
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Apelin and APJ are widely distributed in rodent and human
organs such as the brain, kidneys, heart, lungs, liver, adrenals, adi-
pose tissue, mammary glands, gastrointestinal tract, retina, the
vascular endothelium and muscle [5,24,25]. Increasing evidence
suggest that apelin regulates multiple physiological functions
including body fluid homeostasis, food intake, cell proliferation,
blood pressure regulation, angiogenesis and glucose utilization
[5,24,25]. Therefore, the apelinergic system may interfere in the
etiology and/or in physiopathological consequences of several
metabolic diseases such as diabetes, obesity, hypertension or car-
diovascular diseases.

In the cardiovascular system, apelin was demonstrated to have
multiple effects of interest. It has been shown to increase heart
contractility [1], myocardial glucose uptake [45] and to be angio-
genic [11]. Moreover, apelin is a potent vasodilatator for both
arteries and veins [22]. Its effects are endothelium-dependent
and predominantly mediated through nitric oxide (NO)-dependent
pathways [41]. An emerging feature is the close functional inter-
action between the APL/AP] system and the renin-angiotensin
system in cardiovascular homeostasis. AP] is able to form



L. Butruille et al. / Peptides 46 (2013) 94-101 95

heterodimers with the angiotensin-II receptor type 1 (AT;) result-
ing to its inactivation [38]. Moreover, the angiotensin-converting
enzyme 2 (ACE2) is also implicated in both apelin-13 and apelin-
36 inactivations [15]. Under pathological conditions, plasma apelin
level has been reported as a marker of cardiopulmonary diseases
in rat and in human [15].

In the brain, the APL/AP] system is highly expressed in the
hypothalamus and it was proposed that it may regulate energy
homeostasis. However, reported findings are complex and some-
times contradictory. For example, intracerebroventricular apelin
administration was shown to decrease food intake in fed and
fasted rats [40] during nocturnally injection whereas, during day-
time, apelin was found to stimulate feeding [31]. In mice, this
central administration of apelin increases food intake and locomo-
tor activity during the nocturnal period but increases only body
temperature during the period of activity of animals [43]. Finally,
apelin induces a down-regulation of central APJ in high-fat (HF)
diet fed rats [10] suggesting that a decreased central response to
APL may appear during obesity. In line with these findings, an
increase plasma apelin level was reported in morbidly obese sub-
jects [17]. Moreover, apelin plasma level was found to be higher
in obese diabetic patients compared to non-diabetic obese sub-
jects [39]. Accordingly, growing evidence suggest that the APL/AP]J
system plays important roles in glucose metabolism and insulin
sensitivity regulations. For examples, apelin was shown to inhibit
insulin secretion [26] and to exert beneficial effects in HF-obese
and insulin-resistant mice, improving both glucose utilization and
glucose tolerance [13,14].

Considering all these physiological actions, we can speculate
that the APL/AP] system may exert critical effects in the initiation
and/or in physiopathological consequences of obesity and diabetes.
Recently, it has been proposed that this system may be a promising
therapeutic target in obesity-associated insulin resistance syn-
drome [6]. However, due to the extended tissue-distribution of
the APL/AP] system, the therapeutic use of specific ligands for
AP] may target numerous tissues resulting putatively to collateral
deleterious effects of these treatments. To unravel specific tissular
dysfunctions of the apelinergic system under obesity and insulin-
resistance states, we measured in the present study, the circulating
apelin plasma level and the gene-expression level of both APL and
APJ in 12-selected tissues of insulin-resistant obese female mice
fed with a HF diet. In addition, as no comparative data between
males and females on circulating apelin levels are available in
rodents; in the first part of this study, we measured in 3-month-
old male and female mice, the circadian plasma apelin variation
and the effect of fasting on apelinemia. Finally, in females, plasma
apelin concentration at rest was also investigated during four

Table 1
Primers used for RT-qPCR analysis.

consecutive days to evaluate the putative influence of the estrous
cycle.

2. Materials and methods
2.1. Animal model and experimental design

Experiments were conducted in accordance with the European
Communities Council Directive of 1986 (86/609/EEC). Two months
old C57BL/6] female mice (Janvier, Le Genest St Isle, France) were
maintained under temperature, light and hygrometry standards
conditions and had free access to food. A first experiment was per-
formed using C57BI/6] female and male mice (n=10/group)in order
to determine putative sexual differences of plasma apelin concen-
trations in the mouse. At 12 weeks of age, tail blood samples were
collected every 8 h during a 24 h period (08.00, 16.00, 00.00 and
08.00 h). Then, 4 days later, tail blood samples were collected after
6 h of fasting to study the effect of fasting on plasma apelin level
in both sexes. Finally, in females fed ad libitum, four blood sam-
ples were collected from the tail vein during 4 consecutive days
at 08.00 h to evaluate the effect of the estrous cycle. In a second
experiment, control mice (C group; n=6) were fed by a standard
diet (SAFE A04, containing 3% fat, 16% protein, 60% carbohydrate;
2.9kcal/g)and the second experimental group (HF group; n=7)was
exposed to an high-fat diet (Special Diets Service, containing 22%
fat, 18% protein, 50% carbohydrate; 4.63 kcal/g) from 8 to 36 weeks
of age.

2.2. Growth and metabolic parameters measurements

Control mice and HF mice were weighed weekly and glucose
tolerance studies were made at 35 weeks of age. An oral glucose
tolerance test (OGTT) was realized after 6 h of diurnal fasting. Mice
received orally a solution containing 3 g/kg of body weight and
blood glucose level was determined using a glucometer (Accu-
Chek® Performa, Roche, France) 30 min before and 0, 15, 30, 45, 60,
90 and 120 min post-gavage. Aninsulin tolerance test (ITT) was per-
formed two days later after 6 h of fasting. Mice received 1mU/g of
body weight of insulin injected intraperitoneally, thereafter blood
glucose levels were measured at the same time than during the
OGTT analysis.

2.3. Plasma and tissue collections and ELISA
Female mice were decapitated at the age of 36 weeks after 6 h

of fasting. Blood glucose was measured using a glucometer and
blood samples were collected in tubes pre-rinsed with 5% EDTA and

Target NCBI detected transcript number Sequence Length of amplicon
Apelin

Forward NM.013912.3 TGTGGAGTGCCACTGATGTTGCC 142pb
Reverse GGGGGCGCTGTCTGCGAAAT

AP]

Forward NM_.011784.3 GGCTAAGGCTGCGAGTCA 100 pb
Reverse GCGTCTGTGGAACGGAAC

B-Actin

Forward NM_007393.3 ACCCGCCACCAGTTCGCCAT 72 pb
Reverse TTTGCACATGCCGGAGCCGT

GAPDH NM_008084.2

Forward TGTGTCCGTCGTGGATCTGA 70 pb
Reverse CACCACCTTCTTGATGTCATCATAC

List of targets with accession numbers, primer positions, and size of PCR products. Accession numbers correspond to the mRNA sequences.
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centrifuged at 4000 x g during 10 min at 4 °C. Aliquots of the super-
natant were kept at —20 °C. Plasma apelin levels were determined
by the non-selective apelin-12 EIA kit (Phoenix Pharmaceuti-
cal). In each mouse, hypothalamus, pituitary gland, perirenal and
perigonadal fat deposits, brown adipose tissue (BAT), lungs, liver,
kidneys, quadriceps muscles, ovaries, heart and adrenal glands
were removed and weighed before to be frozen in liquid nitrogen
and stored at —80 °C. For tissular apelin assay, 15 mg of frozen BAT
and kidney samples were used for apelin content determination
using the non-selective apelin-12 EIA kit (Phoenix Pharmaceutical).
The protocol for peptide extraction and assay characteristics has
been previously described [35]. Results were expressed in ng/mg
tissue.
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Fig. 2. Body weight curves of female mice from the age of 8 weeks to 36. Female mice
were fed with a control (C) or a high-fat (HF) diet beginning at the age of 8 weeks.
Values are means + S.E.M. (n=6-7 animals/group). ***P<0.001 HF vs C group.
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index (B) of area under curve (AUC), expressed in AU. Values are means + S.E.M.
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2.4. Quantitative RT-PCR

Gene expression level of both apelin and its AP] receptor in
the 12-selected tissues were determined in control and HF mice
using RT-qPCR on a Roche Lightcycler 480 as previously described
[21]. RNA was extracted using TRIzol® reagent (Invitrogen, Life
Technologies, France) according the manufacturer’s recommenda-
tions. The quality and quantity of RNA was measured using the
spectrophotometer NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Illkrich,
France). All RNA used presented a 260/280 and 260/230 absorbance
ratio higher or equal to 2.0. An equal amount of total RNA (1 pg)
from each sample was used for cDNA synthesis (Thermoscript™,
Invitrogen, Life Technologies, France). Relative expression levels of
RNA per sample were quantified by Roche® assay. For each sample,
PCR was performed in duplicates with 10 pL reaction volumes of
1 pLof cDNA, 8 L of mix, and 1 L of each primer set. PCR was con-
ducted using the following cycle parameters: 15 min at 95°C and
50 three steps cycles of 10s at 95°C, 15s at 60°C and 15s at 72°C.
The assay was performed following the manufacturer’s recommen-
dations except that the reaction volume was reduced to 10 pL. All
cDNA samples were applied in dilution of 1:20 to obtain results
within the range of the standard. Analysis of transcript level was
carried out using first the determination of the threshold cycle Ct for
each. The amount of target relative to a calibrator was computed by
2-AAGr primer sequences are detailed in the Table 1. Two house-
keeping genes (GAPDH and [3-actin) were used for normalization.
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Fig. 5. Relative quantification by RT-qPCR analyses of apelin (A) and APJ (B)
gene-expression level in 12-selected tissues of adult control mice. Values are
means + S.E.M. (n=6 animals/group).

2.5. Statistical analysis

All data are presented as mean + S.E.M. Results were analyzed by
Student’s t-tests and two-way ANOVA followed by Newman-Keuls
post hoc test with GraphPad Prism 5.03 software.

3. Results
3.1. Evaluation of sexual dimorphism of apelinemia in mice

Circadian plasma apelin variations were investigated in 12-
week-old male and female mice (Fig. 1A). Only a significant increase
(P<0.05) of plasma apelin concentration was observed in females
at 08.00h (at day 2 of the experiment). However, the calculated
AUC for this study did not show any significant difference between
males and females (Fig. 1B). Plasma apelin concentration was
similarly reduced after 6 h of fasting in both male (P<0.05) and
female (P<0.001) mice (Fig. 1C). Finally, plasma apelin level at
08.00h was not significantly modulated during the four days of
the estrus cycle in adult female mice (Fig. 1D).

3.2. Evolution of the body weight, OGTT and ITT tests

From 8 to 36 weeks of age, female mice exposed to the high-
fat diet developed an increase body weight which was significantly
augmented (P<0.001) from week 20 to 36 (Fig. 2). In 35-week-old
female mice, glucose metabolism was studied using an oral glucose
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tolerance test (Fig. 3) and an insulin tolerance test (Fig. 4). During
OGTT, basal blood glucose level was similar between groups but
response to a glucose bolus revealed a glucose intolerance in HF
female mice demonstrated by an higher blood glucose level at time
15, 30, 45, 60 and 90 min after gavage (Fig. 3A) and an increased
value (P<0.01) of the calculated area under curve during this test
(Fig. 3B). During ITT which was performed two-days later, basal
blood glucose level was increased (P<0.01) in fasted-HF female
mice (point T-30 in Fig. 4A), as well as 90 and 120 min (P<0.001)
after insulin injection (Fig. 4A). The reduced insulin sensitivity in
HF female mice was confirmed by the significant increased value
(P<0.01) of the calculated area under curve in this experiment
(Fig. 4B).

3.3. Morphometric and biological parameters in 36-week-old
fasted female mice

At 36 weeks of age, HF female mice were obese as shown by
the drastic increase of their body weight (+56%, P<0.01, Table 2).
Obese HF females had a higher amount of perirenal (+176%) and
perigonadal (+158%) fat deposits as well as brown adipose tissue
(+87%,P<0.01, Table 2). Asignificantincrease (P< 0.01) of both liver
(+68%) and lungs (+60%) weights were also observed in HF mice
(Table 2).Basal blood glucose level and plasma apelin concentration
were not significantly different between groups (Table 2).

3.4. Apelin and APJ expressions in 36-week-old fasted female mice

We selected 12 tissues known to express of the APL/APJ system

at a high level. In a first RT-qPCR experiment performed in control
mice (Fig. 5), we measured the amount of APL and AP] mRNAs to
confirm the high expression level of these two factors. In Fig. 5A,
we demonstrated that apelin mRNA was found to be expressed in

Table 2

Morphometric and biological parameters after 6 h of fasting of adult female mice
(36 weeks old) fed with a control (C) or a high-fat (HF) diet.

C HF

Body weight (g) 242 + 06 376 +1.27
Blood glucose (mg/dL) 155 + 14 164 + 12
Plasma apelin (ng/mL) 69+ 1.5 6.5+ 1.0
Perirenal fat (mg) 120 + 15 332 + 59"
Perigonadal fat (mg) 214 + 35 554 + 58"
Brown adipose tissue (mg) 109 + 9 204 + 2"
Lungs (mg) 174 + 11 279 + 317
Liver (mg) 1152 + 91 1951 + 81°
Spleen (mg) 202 + 47 216 +£ 52
Kidneys (mg) 334 + 21 392 +12
Ovaries (mg) 14+£2 24+ 3
Heart (mg) 160 + 17 162+ 9
Adrenal glands (mg) 11+1 15+1

Values are means + S.E.M., n=6-7 animals in each group.

" P<0.01 HF vs C group.
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all the selected tissues with a slight more marked expression in
lungs, kidneys and hypothalamus (Fig. 5A). For APJ, its mRNA was
also found to be expressed in all the selected tissues, but a higher
expression of this receptor was found in four tissues: lungs, kidneys,
ovaries and pituitary gland (Fig. 5B). In a second experiment, we
measured the effect of the high-fat diet on APL/AP] mRNAs expres-
sions in these tissues. A 50% reduction of APL mRNAs (P<0.05) was
found in BAT and in kidneys of HF mice as well as a 75% reduction
(P<0.05) in liver (Fig. 6). For the receptor APJ, its gene expression
was significantly increased (+160%, P<0.05) in perirenal fat (Fig. 7).
Although not significant, a tendency to an augmented expression
was observed in perigonadal fat and a tendency to a reduction was
noted in liver (Fig. 7). Finally, a significant reduction (P<0.05) of
apelin content was found in BAT of HF mice (Fig. 8A) whereas only
atendency to a decrease APL content was observed in theirs kidneys
(Fig. 8B).

4. Discussion

The first aim of the present study was to investigate the ape-
linemia in female mice as, up to date; no data are available on
the apelinergic system in female rodents. We first postulated that
the apelinergic system may be sexually dimorphic in the mouse
as the values of plasma APL concentrations found in healthy and
lean men [4] were close to be doubled in healthy and lean women
[7]. To explore this putative sexual dimorphism in the mouse, we

measured in 3-month-old male and female mice, the circadian
plasma apelin variation and the effect of fasting on apelinemia. No
significant differences were found for these parameters suggesting
that, in the mouse, the apelinemia is not affected by the sex of the
animal. Moreover, we did not find any modification of the apeline-
mia at rest during the four days of the estrous cycle suggesting an
absence of implication of gonadal hormones in the regulation of
plasma APL level in female mice. However, as estradiol was shown
to increase apelin gene expression in bovine ovary follicles [36], a
sex-specific regulation of apelin expression and probably of cellular
action may occur into specific tissues. The origin of plasmatic apelin
probably involves numerous tissues but the adipose tissue seems
to be an important contributor to this phenomenon as significant
higher plasma apelin level was reported in obese patients of both
sexesin several studies [4,7,17].In female mouse, we demonstrated
in accordance with previous findings in males [23] that apelin gene
is expressed in numerous organs and tissues including here the
ovaries. In addition, it has also been described to be expressed in the
uterus and mammary gland in female rodents [23,33]. The apelin
receptor AP] gene is ubiquitously expressed but, in accordance with
others studies [23,33], we demonstrated that some organs express
high level of this receptor, i.e. lung, pituitary gland, kidneys and
ovaries suggesting important physiological functions of the ape-
linergic system in these organs. Studies have shown that in the
lung, apelin controls vascular plasticity and activity acting mainly
on endothelial cells and smooth muscle of small pulmonary vessels



100 L. Butruille et al. / Peptides 46 (2013) 94-101

BAT
0.0157 A

0.010 -

0.005 -

Apelin (ng/mg tissue)

0.000 T
C HF

0.040 - B

0.030 A

0.020 -

0.010 -

Apelin (ng/mg tissue)

0.000 T
C HF

Fig. 8. Quantification of apelin content in BAT (A) and kidneys (B) of 36-week-old
female mice fed with a control (C) or a high-fat (HF) diet. Values are means + S.E.M.
(n=6-7 animals/group). *P<0.05 HF vs C group.

[16,32]. Recently, the pulmonary APL/AP] system has been impli-
cated in beneficial or pathological effects during hypoxia exposure
[8,44]. In the rat pituitary gland, apelin was shown to be expressed
mainly in the anterior pituitary and located in corticotrophs and
to a much lower extent in somatotrophs [34]. At this level, in vivo
and ex vivo experiments have clearly demonstrated that apelin sti-
mulates ACTH release through autocrine/paracrine actions [34]. In
the kidney, the inner strip of outer medulla contains the highest
level of AP] mRNA [20]. As this region is implicated in the bal-
ance of water and sodium of the body, it has been proposed that
apelin may modulate tubular functions to exert its well described
diuretic effects in addition to inhibit pituitary arginine vasopressin
(AVP) release [28]. Finally, in ovary, the apelinergic system has
been studied only in bovine [36,37]. In this specie, the APL/AP]
system is involved in angiogenesis and cellular apoptosis pro-
cesses that take place during follicle maturation and corpora lutea
formation.

The second aim of this study was to evaluate tissue-specific
alterations of the APL/AP] system expression in obese and
insulin-resistant mice fed with a high-fat diet during 28 weeks. Sur-
prisingly, in 36-week-old HF female mice, an absence of augmented
basal plasma apelin concentration was found after fasting although
such augmentation has been previously reported in fasted-obese
HF male mice [5,14] and in obese men and women [4,7,17]. In
obese and insulin-resistant male mice, it was demonstrated that HF
diet altered drastically the circadian plasma apelin variation [14].
In addition, these authors also showed that, in control male mice,

plasma apelin level is modulated by the nutritional state of animals,
i.e. fed vs fasted state [14]. Thus, we can postulate that in HF female
mice, the circadian rhythm of apelin secretion may be altered. Such
alteration may explain, in the present study, the absence of signif-
icant elevation of plasma apelin in fasted-obese mice at time of
sampling. Alternatively, we cannot rule out that in mouse, females
may have a different physiological regulation of plasma apelin level
than males under obesity and insulin-resistance conditions. Addi-
tional studies are needed to clarify these hypotheses. We selected
in this study, 12 tissues expressing the APL/AP] dyad to explore spe-
cific tissular dysfunctions of the apelinergic system under obesity
and insulin-resistance states as the majority of available studies
have been focused on a single tissue. Using mRNA quantification of
both apelin and APJ, we found significant modifications of this sys-
tem mainly in 3 tissues: the adipose tissue (white and brown), the
liver and the kidney. In white adipose tissue (WAT), a tendency
of increase apelin and AP] expression was found suggesting an
augmented activity of this signaling system in obese and insulin-
resistant females. Inversely, reduced expressions of this dyad as
well as apelin content were found in brown adipose tissue (BAT).
In human, apelin stimulates glucose uptake by adipose tissue [2]
and, in vitro, recent date indicate that autocrine signaling of apelin
in adipocytes inhibits adipogenesis of pre-adipocytes and lipolysis
in mature adipocytes [42]. For brown adipose tissue (BAT), central
infusion of apelin-13 was shown to increase BAT temperature and
the activity of the sympathetic nerve activity innervating BAT in
rat [29]. Similarly, in mouse, apelin treatment increased body tem-
perature and oxygen consumption and regulated the expression of
BAT uncoupling protein 1 (UCP1) expression in naive animals [18].
Altogether, our findings suggest that, in both white and brown adi-
pose tissues, autocrine activity of the apelinergic signaling system
may be disrupted during obesity and insulin-resistance conditions.
In accordance with this hypothesis, a study has shown that the
body fat mass increases in APKO mice (mice with generalized
deficiency of apelin signaling) reinforcing the concept that this
signaling system controls fat mass development [47]. A reduced
hepatic expression of the APL/APJ dyad was found in obese and
insulin-resistance female mice in the present study. In human, a
marked activation of the APL/AP] system was described in sev-
eral liver diseases such as biliary atresia [9] or cirrhosis [46], as
well as, during angiogenic and fibroproliferative responses occur-
ring in chronic liver pathologies [30]. Thus, we can postulate that
in HF female mice, the reduced activity of the autocrine ape-
linergic signaling system may be a counter regulatory response
to the development of liver alterations induced by HF diet and
during the establishment of obesity and insulin-resistance states.
Finally, similarly to hepatic modulations, a reduced expression of
the apelinergic system was observed in the kidney of HF female
mice. Accordingly, a recent study has reported a reduced renal APJ
expression in diabetic mice [12] and has demonstrated that a short
treatment with apelin is able to retard the progression of diabetic
nephropathy in mouse. Altogether, these data suggest that the renal
APL/AP] system may be altered by obesity and insulin-resistance
states and thus could be implicated in the development of renal
dysfunctions.

In conclusion, we demonstrate in mouse that the circulating
level of apelin is not influenced by the sex of animals and by
the day of the estrous cycle in females. In obese and insulin-
resistant female mice, the apelinergic system is altered mainly in
3 tissues: the adipose tissue, the liver and the kidney. As it has
been suggested that pharmacologic modulations of the autocrine
APL/AP] signaling system may serve as a therapeutic target for
obesity and type 2 diabetes, we propose that such treatment may
particularly target the fat mass, the liver and kidneys and be of
interest in the treatment of these organs in obese and diabetic
subjects.
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Abstract

Eph receptors and their ephrin ligands play critical roles in the development of the nervous system, however, less is known
about their functions in the adult brain. Here, we investigated the function of ephrinB1, an ephrinB family member that is
mutated in CranioFrontoNasal Syndrome. We show that ephrinB1 deficient mice (EfmB1"/~) demonstrate spared spatial
learning and memory but exhibit exclusive impairment in non-spatial learning and memory tasks. We established that
ephrinB1 does not control learning and memory through direct modulation of synaptic plasticity in adults, since it is not
expressed in the adult brain. Rather we show that the cortex of EfnB1"/~ mice displayed supernumerary neurons, with a
particular increase in calretinin-positive interneurons. Further, the increased neuron number in EfnB1"/~ mutants correlated
with shorter dendritic arborization and decreased spine densities of cortical pyramidal neurons. Our findings indicate that
ephrinB1 plays an important role in cortical maturation and that its loss has deleterious consequences on selective cognitive

functions in the adult.
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Introduction

Eph receptor/ephrin signaling is a cell-cell communication
pathway that plays a crucial role in embryonic development [1],
yet, increasing evidence shows a role for Eph/ephrin signaling in
adult physiology [2]. There are two classes of Eph receptors and
ephrins (A and B) and in the adult brain, both classes have been
shown to control synaptic development and plasticity in the
hippocampus [3,4,5,6,7]. To date, the EphB receptors and their
ligands the ephrinBs have been implicated in hippocampal LTP
and in spatial learning paradigms. For example, double and triple
mutant mice lacking EphBl, EphB2, and EphB3 showed
significant deficits in dendritic spine formation and clustering of
AMPA and NMDA receptors [8]. EphrinB3 mutant mice have
impairments in hippocampal mossy fibre LTP and in hippocam-
pal-based learning tasks [9], while ephrinB2 conditional knockout
mice showed severe deficits in both LTP and in long-term
depression [10,11].

EphrinB1, which is the third member of the ephrinB family is
expressed predominantly in apical progenitors in the developing
cortex [12] where it has been shown to control the switch between
progenitor maintenance and neuronal differentiation by regulating
levels of miR-124, a pro-neuronal miRNA [13,14]. More recently
we showed that ephrinBl is required in cortical progenitors to
maintain their apical adhesion thereby ensuring the structural
integrity of the developing cortex [15]. Interestingly, ephrinB1 is
encoded by EfnBI, an X-linked gene associated with the human
CranioFrontoNasal Syndrome (CFNS) [16,17]. This syndrome is
characterized by severe hypertelorism, frontonasal dysplasia,
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craniosynostosis and developmental delays [18,19]. In contrast
to ephrinB2 and ephrinB3, very little is known for the role of
ephrinBl in the adult brain. Previous work in cell culture has
shown that ephrinB1 increases the number of dendritic spines on
hippocampal rat neurons [20], regulates EphB-dependent presyn-
aptic development on cortical rat neurons [21], and undergoes
time-dependent up-regulation in lesion induced plasticity in the
adult mouse hippocampus [22]. Collectively these findings suggest
that ephrinB1 plays a role in synaptic development and plasticity,
yet the role of ephrinBl in cognitive function remains unknown.

Here we show that EfBI deficient mice (EfnBI'/7) display
normal learning and memory in spatial learning paradigms. No
deficits in locomotion or anxiety were detected in EfBI'’mice;
however, they exhibited a specific impairment in non-spatial
learning and memory tasks. Given that we observed no
impairment in spatial learning, which strongly implicates the
hippocampus (reviewed in [23,24]) and rather observed learning
impairments that are strongly associated with cortical functioning
[25,26,27,28], emphasis was placed on analyzing the cortex,
spectfically the perirhinal cortex, in these mutants. Surprisingly, we
established that ephrinB1 does not control learning and memory
through modulation of synaptic plasticity in adults, since it is not
expressed in the adult brain. Further scrutiny of the adult cortex of
EfBI"~ mice showed supernumerary neurons, with increased
interneuron number, and decreased dendritic complexity in
cortical pyramidal neurons as compared to wild-type (BB
littermates. Altogether, our findings indicate that the absence of
ephrinB1 results in increased neuron numbers with changes in
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dendritic morphology in the postnatal cortex that correlate with a
selective learning and memory deficit.

Materials and Methods

Animals

Wild-type (WT : EfnBI'""), and mutant EfnBI"’~ male mice
where generated as described [29] and kept in a mixed 12954/
C57BL/6] genetic background Heterozygote females were crossed
with EmBI* or EfBI''™ males to generate all genotypes. All
animal procedures were approved by the Midi-Pyrénées Animal
Experimentation Ethics Committee (MP/07/21/04/11).

Behavioural Testing

All experiments were performed during the light phase. Three-
to 4-month old mice (n = 12 per genotype) were familiarized to the
experimenter and mice were subject to two behavioral tasks; one
non-stressing test (object recognition or object location) and one
aversive task (Morris water maze, passive avoidance or fear
conditioning). The order of experiments was pseudo randomized
to avoid any influence of test order. Locomotor activity was
analyzed during the 10 min familiarization phase of the object
recognition or object location tasks. Anxiety was evaluated based
on percent time spent in the open arms of the elevated plus maze.

Morris water maze. Spatial memory testing was conducted
as described [30,31]. Briefly, mice were introduced to a circular
pool (110 cm in diameter) filled with water made opaque. Subjects
were trained to locate the hidden platform, which was submerged
0.5 cm below the water. One mass-training procedure was
performed to unambiguously separate acquisition from consolida-
tion processes. With this massed procedure, we have the same
hippocampal involvement during acquisition and consolidation as
found in the distributed procedure [32,33]. The procedure
included one training session composed of 4 blocks, each
consisting of three consecutive trials. The phase between
consecutive blocks was 15 to 20 min long, during which the
mouse was returned to its home cage. Twenty-four hours post
acquisition, memory was assessed during a single one minute
probe test in the absence of the platform.

Object recognition. The procedure consisted of three
different phases as described [34]. Briefly, a familiarization phase
in which each mouse was placed in the empty square open-field for
10 min. A sample phase, 24 h later, in which two identical
metallic objects were placed in the middle of the open-field. A test
phase, 24 h later whereby mice were reintroduced into the arena
and exposed to two objects, a familiar object and a novel object, to
test recognition memory. The percent time spent exploring the
novel object was calculated as a preference index to measure novel
object recognition Performance in this non-spatial task, in contrast
to the object location task, is not affected by hippocampal lesions
[35,36] unless conducted in a complex spatial environment [36].
To avoid this bias, we used the original procedure described by
Ennaceur and Delacour [35], which we have previously demon-
strated does not require an intact hippocampus [37].

Object location. The same open-field with the same
environment was used as that of the object recognition task. A
similar procedure was employed except that one of the two
identical objects was moved to a novel location [34]. The percent
time spent exploring the displaced object was calculated as a
preference index to measure spatial memory.

Fear conditioning. Mice were placed in the fear-condition-
ing apparatus chamber for 5 min and 30 sec. After a 2-min
exploration period, a sound (CS) was emitted for 30 sec and a foot-
shock of 0.7 mA (US) was superposed to the tone during the last
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2 sec. After 2 min, the paired CS-US was repeated. Twenty four
hours after conditioning, context-dependent freezing rate was
measured in the conditioning chamber for 4 min. Three hours
later, context-independent (tone dependent) freezing rate was
measured. Specifically, mice were placed in a modified context;
2 min after their introduction in the modified chamber, mice
received a 2-min tone presentation. Freezing rates to CS or US
were calculated for EfnBI""* and EfnBI"~ mice as described [38].
The apparatus consisted of a rectangular
box divided into an illuminated safe compartment and a dark
shock compartment. Subjects were individually placed into the
illuminated compartment and when subjects entered completely
inside the dark box, a foot shock (280 pA for 2 sec) was
administered. Subsequently, the mouse was placed in its home
cage. Retention was measured 24 h later by placing the mouse in
the light compartment and measuring the latency to enter the dark
box.

Passive avoidance.

Brain Sample Preparations

Four to five month old EuBI*"* and EfnB1"~ mice month old
mice, following behavioural testing, were anesthetized with an
injection cocktail of 3:3:1 ketamine (100 mg/ml)/xylazine
(20 mg/ml)/acepromazine (10 mg/ml) at a dose of 0.01 ml
injection cocktail/g body weight and intra-cardially perfused with
0.9% saline followed by 4% formaldehyde in phosphate buffered
saline (PBS). The dissected brains post-fixed in 4% PFA at 4°C. All
sample brains were removed from PFA and either equilibrated in
70% ethanol and embedded in paraffin or equilibrated in sucrose
and embedded in OCT blocks for cryostat sectioning. Alterna-
tively, EmBI'* and EfmBI"~ mice, at specified ages were
sacrificed by cervical dislocation and quickly weighed. The brains
were removed, weighed and harvested in RNA Later® (Ambion)
until use. Coronal sections (7 pM) were obtained and placed on
Superfrost microscope slides (Fisher Scientific) and stored at room
temperature until use.

Cresyl Violet Staining

Multiple serial sections were Nissl-stained to provide a
qualitative view of the cortical and hippocampal structures. The
slides were immersed in 25°C cresyl violet for 10 min, washed
vigorously in rapid exchanges of distilled water to remove the
excess cresyl violet, dehydrated in graded ethanol, cleared in
xylenes, and coverslipped. Images were acquired using a Nikon
Eclipse 80i.

Immunohistochemistry

Sections used for immunohistochemistry were blocked in 3%
goat serum in PBS. Primary antibodies were against ephrin-Bl
(1:50, R&D Systems), NPY (1:5000, Sigma Aldrich), PV (1:5000,
Swant), Calretinin (1:5000, Swant), NeuN (1:600, Millipore).
Primary antibodies were visualized by secondary antibodies
conjugated with Alexa (1:300, Jackson Immunoresearch), followed
by nuclear counterstaining with Dragb (Vector Labs) for
quantification of total cell number. Images were acquired using

a Confocal LEICA SP2 or LEICA SP5.

Neuronal Cell Counts

The mouse brain atlas was used to identify different regions of
the cortex, hippocampus, amydgala and striatum. Serial coronal
sections (7 um) were obtained. NeuN staining was performed on
every 20 pm -section from postnatal and adult brains (n=3/
genotype/age). For quantification of cells, images were taken with
a 40 x objective using a confocal microscope (Leica SP2 or SP5).
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Cell counts included all fully visible cells within the 100 pm?
counting frame using the cell counter plugin for Image]. For each
cortical area the number of NeuN+ cells was quantified in 3-
nonoverlapping 100 um® counting boxes starting at the pial
surface. Emphasis was placed on sections containing perihinal
cortex. For the hippocampal CAl and CA3 a 100 um”® counting
box was placed over each region and NeuN-positive cells were
counted manually using the cell counter plug-in from Image]. For
the amygda two non-overlapping 100 pm® counting boxes were
placed in the amygdala region at the level of 2.34 mm to 1.62 mm
posterior to the interaural plane. For the striatum, four coronal
sections at the level of 3.94 mm posterior to the interaural plane
were analyzed. Three non-overlapping 100 um? counting frames
were placed vertically starting at the corpus callosum. Interneuron
staining was performed on cvery 10™ section between the
interaural planes 3.10 mm to 1.10 mm (n=6/genotype). A
100 um? counting box was placed across three different counting
regions of interest in the frontal, somatosensory or perirhinal
cortices. Triplicate cell counts were performed in each region.
Furthermore, the cortical thickness was measured as the shortest
distance between the grey/white matter boundary and pial
surface. Triplicate measurements were performed on 10 sections
per sample; n =3 per genotype.

Golgi Cox Impregnation

Brain tissues were removed and processed by Golgi-Cox
staining, using procedures described previously [39]. Briefly,
brains were first stored in the dark for 14 days in Golgi-Cox
solution followed by 3 days in 30% sucrose. The brains were
sectioned 200-mm thick on the coronal plane using a vibratome.
Sections were collected on cleaned, gelatin-coated slides and
stained in ammonium hydroxide for 30 min, followed by Kodak
Fix for film for another 30 min and finally were washed with
water, dehydrated, cleared and mounted using Permount (Fischer
Scientific). Slides were coverslipped and allowed to dry before
quantitative analysis. Several pyramidal neurons impregnated with
the Golgi solution were readily identified in the cortex by their
characteristic triangular soma shape and numerous dendritic
spines. Four to five neurons per animal were reconstructed by
Image] software. For spine quantification, a 100X oil-immersion
objective was used to identify spines in dendrites longer than
10 um. Quantification of the number of primary dendrites
(defined as dendrites longer than 21 pm emanating directly from
the soma) and total dendrites (defined as the amount of all
dendritic branches) was done on images acquired with 25X
objective, in which a circle was drawn around the cell body and
the number of dendrites crossing each circle (primary dendrites)
and the total branches were manually counted. Quantitative
analysis for spines was performed using NeuronStudio and Image]
in images acquired with 100x objective. The dendritic branching
patterns were analyzed using Sholl’s method of regularly spaced
concentric circles centred on the neuronal soma [40]. The number
of dendritic intersections crossing each 20 mm-radius circle
progressively more distal from the soma was counted. For each
of these parameters, an average was calculated for each animal.
Means for the ErBI""* and EfmBI"~ groups were then obtained
from these individual values. Spine densities were calculated as
mean numbers of spines per micrometer per dendrite per neuron
in individual mice per group.

Quantitative RT-PCR

RNA from embryonic and adult cortices was harvested in RNA
Later® (Ambion) and total RNA was extracted using Trizol®
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. Messen-
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ger RNA expression was measured by qRT-PCR using a Bio-Rad
thermo-cycler. Reverse transcription (RT) was perfomed using
Superscript® III (Invitrogen) with 1 pg of total RNA per reaction.
For the qRT-PCR reaction the resultant cDNA was diluted
1:1000. Each RT step was performed in duplicate and the qRT-
PCR in triplicate for each RT reaction. RT-PCR was performed
using SYBR Green JumpStartTM (Sigma-Aldrich). Relative
values were calculated by the 2-AdCT method. Values were
normalized to B-Actin or GAPDH mRNA levels. Results in adult
tissues are standardized to EfmBI expression values at E16.5.
Primer sequences were as follows:

EfnB1IF' TGAAGGTTGGGCAAGATCC,
CAGTCTCATGCTTGC;

EfnB1F:GACAAGCTGGACATCATCTGC,
R:GCCGCCCGCTGCTGTGT;

EfmBIF TTGGCCAAGAACCTGGAG,
R:GCCCTTCCCACTTAGGAACT.

ActinF' TCGACAACGGCTCCGGCAT,
R:AAGGTGTGGTGCCAGATTTTC.

GapdhF:TGAAGGTCGGTGTGAACGGATTTGGC,
R:CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC.

Note that different primer sequences for EfnBI were used to
confirm expression levels in adult cortices.

R:GGTTCA-

Statistical Analysis

Mean, standard deviation and p values were calculated using
Excel software. For behavioural analyses SYSTAT 11.0 statistical
software was used. The results were analyzed using one or two-
way ANOVAs, or a repeated measure ANOVA when appropri-
ate. Post-hoc multiple comparisons were carried out when allowed,
using Tukey’s Honestly Significant Distance (HSD) test. Student t-
test was performed to determine significant differences between
samples. A value of p<<0.05 was considered statistically significant.
For dendritic complexity and spine density, the results are
presented as mean * S.E.M. Statistical differences were deter-
mined by Student’s t test for two-group comparisons.

Results

Spatial Memory is Unaffected in EfnB1 Mutant Mice

The general behaviour of EfnBI 7~ mice is comparable to that
of EfBI** mice, as we observed no significant differences in the
level of locomotor activity or anxiety between LfnB5] 7~ mice and
control mice (Fig. 14). Spatial learning and memory competences
of EfBI" “males were assessed using the Morris Water Maze
(MWM). EfnBI1""* and EfBI*~ mice performed equally during
the acquisition phase (Fig. 1B8) and during the probe test 24 h after
acquisition (Fig. 1C). These findings demonstrate that EfnBI v
“mice showed no deficits in spatial learning and memory as
determined by the MWM.

To validate the notion that loss of ephrinB1 does not influence
spatial memory, EmBI™"* and EfBI"~ male mice were further
assessed in the object location task. During the retention phase,
both EfaBI™* and EfnBI"’~ mice spent significantly more time
exploring the displaced object, showing a preference index
significantly different from chance level (50%; Fig. 1.D). Therefore,
our findings indicate that spatial learning and memory, which are
hippocampus-dependent, were normal in absence of ephrinBl.

Non-spatial Memory Deficits in EfnB1 Mutant Mice

We next studied non-spatial learning and memory competencies
in EfmBI' “mice. In the object recognition test, mutant and
control males spent an equal amount of time exploring the two
identical objects during the training phase (data not shown).
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Figure 1. General behaviour and spatial memory are preserved
in EfnB1 mutant mice. A. Locomotor activity and anxiety levels in
EfnB1 mutant (EfB1Y7) mice as compared to control (WT) mice. B.
Graph presenting swim path length as a function of individual training
sessions (51-S4). Throughout the training sessions, EfnB1"”~ mice
learned equally well to locate the hidden platform and exhibited
decreasing swim distances over blocks of trials (Fs 45=12.58, p<<0.001).
C. Number of annulus crossings during probe tests. All groups of mice
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showed similar preference for the target zone where the platform was
located during training sessions as compared to the adjacent (Adj1 and
Adj2) and opposite zones (target vs others, **p<<0.01; ***p<<0.001). D.
Performances in the object location task are expressed as the group
mean (= SEM) preference index. The horizontal line represents equal
exploration of the two objects. EmB1"~ and WT mice presented the
same level of reaction to the object displacement (F;;7=0.139,
p=0.714) and spent significantly more time exploring the displaced
object than the non-displaced one (*##p<0.001; index vs chance level
(50%)). NS: not significant.

doi:10.1371/journal.pone.0088325.9001

During the retention test LfnBI T mice spent significantly more
time exploring the novel object as opposed to the familiar one, so
that the preference index was significantly different from chance
level (50%). In contrast, the preference index for EfnBI 7~ mice
was not different from chance level indicating that these animals
were not able to recognize the novel object (Fig. 24). These results
suggest that EfBI’’~ mice exhibited a non-spatial memory
deficit. To further explore non-spatial learning and memory in
EfnB1 mutants, the subjects were examined in the passive
avoidance and fear conditioning paradigms. In the passive
avoidance paradigm, EfBI'’~ mice exhibited shorter latencies
to enter the dark chamber during the retention test than did the
corresponding EnBI*"* controls (Fig. 2B) therefore indicating that
mutant males displayed a significant memory retention deficit in
this aversive task. We further tested these mice in the fear
conditioning paradigm. Interestingly, we found that EfnBI'”~mice
demonstrate impairments both in contextual and cued condition-
ing tests (Fig. 2C, D), thus the deficit is not specific to
hippocampus-dependent (context) memories [47]. Altogether
these findings indicate that loss of ephrinB1 leads to impairments
in non-spatial learning and memory that preferentially implicate
the cortex.

Behavioural Deficits Indirectly Correlate with EphrinB1
Function

To establish the neuroanatomical basis of the observed
behavioural deficits in EfnBI mutants, we performed a histological
analysis of adult brains from EfnB1 "% and EmBIY ™ mice. EfnBI
mutants displayed similar brain:body mass indices compared to
littermate controls (EmBI""*: 0.211£0.05, EnBI"'~0.208%0.07).
The gross morphology of EfnB1 ¥ “brains was normal (Fig. 34, B);
however, 28% (4/14) mutants demonstrated a slight enlargement
of the ventricles (Fig. 3B). We did not observe agenesis of the
corpus callosum in EfmBIY “mice, even though it has been
previously reported by others [£2]. This discrepancy is likely due
to the different genetic backgrounds of the mice under study.

The EfnBIY~ mice displayed no deficit in any of the spatial
learning paradigms that are known to strongly involve the
hippocampus [23,24]; but rather showed impairment in non-
spatial learning tasks that have been shown to be largely
independent of hippocampal involvement but involve the cortex
[35,36]. To better understand the putative role of ephrinBl in
non-spatial learning and memory, we performed immunohisto-
chemical staining to establish the expression pattern of ephrinB1 in
the adult brain. Surprisingly, we could not detect ephrinB1 in the
adult WT cortex or in the adult WT hippocampus at the stage
where behavioural studies were performed (Fig. 3). These findings
indicate that the learning and memory deficit observed may be
independent of ephrinB1 expression in the adult brain. To further
assess the spatio-temporal expression pattern of ephrinBl in the
postnatal brain we performed qRT-PCR and immunohistochem-
ical analyses and found that while ephrinB1 is expressed at P5 in
the cortex, its levels decrease by P10 and it is no longer detected in
the P15-P150 brain (Fig. 3E). Similar to our findings for the
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cortex, we found that ephrinBl is expressed throughout the Supernumerary Neurons in the Cortex of Adult EmB1Y~
hippocampus in the early postnatal brain and not expressed in the Mutant

adult (Fig. 3F, G). Therefore, ephrinB1 expression coincides with

; . Given that ephrinB1 is not expressed in the adult brain we asked
early postnatal brain maturation.

whether the cortex exhibited anomalies at the cellular level that
may correlate with the non-spatial learning and memory deficit.
We performed immunohistochemistry with the pan-neuronal
marker (NeulN) at various postnatal stages and observed that
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Figure 3. EphrinB1 is not expressed in the adult cortex. A, B. Representative coronal section of the brain from wild type (A) and EfnB1 mutant
(B) adult mice showing normal gross morphology of the brain. Both mutant and wild type brains have similar sizes. A slight enlargement of the

ventricles was observed in some of the mutant brains (B, asterisks). C-D””. Immunohistochemistry for EphrinB1 at noted postnatal (P) dates in EfnB

1Y/+

and EfnB1"~ cortices. EphrinB1 is not detected in EfnB1"* adult cortices (C), rather strong, positive signals are observed at P5 (C*") and decline by P15
(C) in EfnB1Y* samples. E. Quantitative RT-PCR of P30-150 whole brain (WB) extracts and cortical extracts were analysed for EfnB1 expression and
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1+ and

EfnB1"~ hippocampi at P5 and P150. EphrinB1 is not detected in EfB1"* adult hippocampi (F), but observed in the CA1 region at P5 (F’; inlet).

doi:10.1371/journal.pone.0088325.9g003

starting at P10, a significantly greater number of NeuN positive
cells were present in the cortex of EnBI"’~ compared to EfnBI*"*
mice (Fig. 44-C). This difference in neuron number was still
present at pl50, where counts were conducted in all cortical
regions; the frontal cortex, the somatosensory 1 cortex (S1), the
somatosensory 2 cortex (52), and the perirhinal cortex (Phr).
Importantly, this increase in cell number did not correlate with an
increased thickness of the mutant cortex (Fig. 4D). To determine
whether the increase in neuron number was specific to the cortex,
we quantified NeulN positive cells in the striatum, amygdala and
hippocampal CAl and CA3 regions. We observed no statistical
difference in NeulN positive cells in any of these structures in
EfnBI"'~ compared to EfnBI""* mice (Fig. 4E). Altogether, these
results indicate that loss of ephrinB1 leads to a postnatal increase
in cortical neuron number.

Increased Interneuron Number in Adult EfB1"~ Mutants

Changes in interneuron numbers have been widely implicated
in a number of cognitive deficits [43], therefore we quantified
cortical interneuron populations including parvalbumin (PV+;
Fig. 54, B), calretinin (CR+; Fig. 5C, D), and neuropeptide Y
(NPY+; Fig. 5E, F) interneurons in EfmBI'* and EmBI"~
mutants. Counts were conducted in all cortical regions; the frontal
cortex, S1, S2, and Phr of EmBI™* and EfBI"'~ mice.
Importantly, only the proportion of CR+ neurons, specifically in
the S2 cortical region, was significantly increased in absence of
ephrinB1 (Fig. 5G).

Decreased Dendritic Arborisation and Synaptic Density in
EfnB1 Mutants

We next sought to determine whether changes in neuronal
number correlated with modification of synaptic contacts in the
cortex of EfBI" “mice. The dendritic complexity of the layer 11/
IIT pyramidal neurons from three different regions of the mouse
cortex: the frontal cortex, S1, S2, and Phr cortical neurons was
analysed in adult ErBI""* and EfBI* ™ mice (Fig. 64, B). Sholl
analysis showed a significant difference in the number of
intersections at longer distances from the cell soma (Fig. 6C).
Further, the dendritic branching of neurons from EfnBI*’~ mice
was less complex than that observed in FEfnBI 7% animals.
Moreover, the majority of dendritic intersections in the cortex of
EfBI"™ mice were found proximal to the soma, at a distance of
~20-50 um compared to EmBI"* (Fig. 6C). Quantitative
morphological analysis of neurons in the cortex of EfnBI 7+ and
EfmBI™ ™ mice showed that the length of dendritic branches was
significantly reduced in EmBI"~ samples (88 um=*12) compared
to EmBI** controls (125 um=*7) (Fig. 6D). In addition, we
observed varicosities on dendrites from EfnB1 T/_samples (Fig. 6B,
F) that are not seen in EfnB1 7+ controls (Fig. 6E). Dendritic spines
were then analyzed on the basilar tree of the pyramidal neurons.
The number of morphologically distinct dendritic spines on the
basilar tree of cortical layer II/III pyramidal neurons was
significantly different between EfnBI 7% and EfnBI1 = samples
(Fig. 6F, F). Long, thin spines were prevalent on dendritic
varicosities of neurons from EfnBI"’~ mice (Fig. 6F). Analysis of
spine morphology revealed that neurons in EfnBI 7= cortices have
a significantly higher number of thin spines and reduced numbers
of mushroom or stubby shaped spines compared to neurons in
EfmBI™"* controls (Fig. 6G). Analysis of the total number of spines
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along a dendrite showed fewer spines throughout the entire length
of the basal dendrites of neurons from EfnBI r= samples (Fig. 6H).

Discussion

Here we show that loss of ephrinB1 leads to specific cognitive
deficits in adult mice. EfnBI deficient mice exhibit defects in non-
spatial learning and memory but performed equally to the EfnB1"”
* controls in all spatial learning tasks. Strikingly, while mutant
mice were able to detect spatial differences in the object location
task, all subjects showed impairment in the object recognition task.
Mutant mice also displayed a significant memory retention deficit
in the passive avoidance task and in the fear conditioning
paradigm. While ephrinBs were recently implicated in neuropath-
ic pain responses [44], we found no difference in the response of
wild type and EfmB/ mutant mice to the shock in the fear
conditioning experiment, indicating that all subjects were able to
sense pain in these learning paradigms. These findings demon-
strate that the absence of ephrinBl does not lead to a general
cognitive impairment, but rather to a highly selective deficit. To
the best of our knowledge, this is a type of cognitive phenotype
affecting specifically non-spatial learning and memory has not
been reported to date.

Non-spatial learning and memory employs a number of
different structures including cortical regions such as the
entorhinal and perirhinal cortices, sub-cortical structures such as
the amygdala and striatum, and occasionally the hippocampus
[45,46]. Using a number of different learning paradigms with
distinctive methodologies, we aimed to identify the most probable
brain structure impaired in absence of ephrinB1. For example, the
cortex, amygdala and striatum are involved in passive avoidance
[46] and fear conditioning [27,28,47,48] and so are potential
candidate structures to explain the performance deficit in EfnBl
mutant mice. However, the striatum and amygdala are not
implicated in the object recognition task suggesting that a different
structure may be involved in the behavioural deficits observed in
our mutant mice. The non-spatial learning tasks are not
completely independent of hippocampal functioning as these tests
are conducted in a specific context. It is possible, however, to
reduce hippocampal involvement by reducing the complexity of
the contextual environment [36]. For this reason, we used the
object recognition task with the simplest possible context; the
passive avoidance task was performed with a very small light
chamber in a dark experimental room; and the fear conditioning
task employed two different procedures, one in the same context
and the second in a different context. As we obtained a deficit in
all these procedures, this strongly suggested that the deficit is not
context dependant and therefore is independent of hippocampal
functioning. Given that the EfnB/ mutant mice displayed no
impairment in either of the spatial learning paradigms employed,
which strongly involve the hippocampus, we concluded that the
most likely structure implicated in learning and memory deficit in
EfnBl mutants is the cortex and we thus focused our neuroan-
atomical analyses on the cortex.

Interestingly, we could not detect ephrinBl expression in the
adult cortex or hippocampus at the time the behaviour studies
were performed. While an earlier study has shown widespread
diffuse ephrinB1 expression in adult brain in mice [49], we show
here, using the FfmBI1 knockout mouse line as a control, that
ephrinB1 is not expressed in the adult cortex or hippocampus.
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Therefore our findings suggest that ephrinB1l does not control
learning and memory through direct modulation of synaptic
transmission or synaptic plasticity, but instead plays a role in
postnatal cortical maturation. Given that ephrinB2 and ephrinB3
have been shown to directly modulate hippocampal synaptic
plasticity and learning and memory [50,51], our findings show
that ephrinBl impacts learning and memory through a mecha-
nism that is distinct from other ephrinBs. Further analyses of
EfnBI1"~ adult brain showed a significant increase in the number
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1 Y/+

of neurons only in the cortex of EfBI*’~ mice. The increase in
the number of neurons was traced to a postnatal event since
neuron numbers were not significantly different between wild type
and EfnBI mutant mice at birth (P0O). How loss of ephrinB1 leads
to an increased number of cortical neurons is unknown, yet the
timing of appearance of this phenotype is suggestive of a decrease
in programmed neuronal cell death that normally takes place in
the cortex around P5. A number of studies have shown a potential
role for Eph receptors and ephrins in brain region specific
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apoptosis (reviewed in [52]). Previous work has linked EphA/
ephrinA signalling to the control of cell number in the developing
brain, via a direct effect on survival of embryonic neural
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progenitors [53]. While these studies all show a role for Eph/
ephrin signaling on apoptosis of neural progenitors, this is the first
report to show that a member of the Eph/ephrin family, ephrinB1,
is important to control neuron number in the postnatal cerebral
cortex. Future work is required to understand the role of ephrinB1
in this apoptotic molecular cascade. Interestingly we noted no
difference in cortical thickness from ZEfnB1 % and EmBI =
cortices despite changes in cortical neuron numbers. This finding
suggests that neuronal packing may be changed in absence of
ephrinB1.

In correlation with the increased neuronal numbers, we found
aberrant dendritic morphology and arborisation, along with a
significant decrease in spine density on pyramidal cortical neurons
in EmBIY ™ cortices. This reduced branching of the neurons from
EfBI"™ mice could explain the maintenance of cortical thickness
in EfmBl Y= mice despite changes in cortical neuron numbers.
Whether reduced branching is a consequence of increased neuron
numbers is currently unknown. Neurons from EfnBI*~ mice
displayed dendritic varicosities, a peculiarity seen in some cases of
infantile neurobehavioral failure, in addition to a number of
progressive neurodegenerative disorders including Huntington’s
disease frontal lobe dementia and Alzheimer’s disease (reviewed in
[54]). The cause of the varicosities is not well known, yet
varicosities are related to dendritic spine dysgenesis and loss.
Closer scrutiny of dendritic spines revealed a significantly higher
number of thin spines on neurons in EmBI"™ mutants with
reduced mushroom or stubby shaped spines. Spines form a variety
of shapes and sizes that correlate with their synaptic strength,
motility, and structural plasticity [55]. Evidence shows that thin
spines are abundant in the early postnatal brain and undergo
refinement to promote dendritic spine maturation and synapse/
dendrite stability [2,54]. Previous studies have shown that
stimulation of cultured neurons with soluble recombinant
ephrinB1 protein induces dendritic spine formation and matura-
tion [20,56]. These findings suggest a direct role of ephrinBl in
spine maturation and suggest that the abundance of thin spines in
EfnBI 7~ cortices could be a manifestation for the privation of
postnatal spine maturation in the absence of ephrinBl. An
increase in thin spines has been associated with several hereditary
forms of intellectual disability, and is often observed for many
genes that underlie X-linked intellectual disability [57]. It is thus
possible that the defective architectural structuring of synaptic
connections in Bl 7~ cortical pyramidal neurons underlies
cognitive impairment of these mutants. Alternatively, changes in
the number of CR+ cells have been reported in various disorders
[58], and we have observed an alteration of the CR+ interneuron
subtype in the somatosensory cortex of FEfnB] mutant mice. To
date the functional properties of CR+ interneurons have been
primarily studied in the hippocampus where they are responsible
in synchronizing dendritic inhibitory cells [59] to regulate input
information into principal neurons [60]. Why CR+ interneurons
were increased specifically in the S2 cortical region of EfuBI"
“mutants and whether this increase contributes to the behavioural
impairment observed in these mice remains unknown. Overall our
findings suggest that in the absence of ephrinBl, postnatal
neuronal cell death does not occur normally, thus leading to
imbalance between neuronal subtypes and to improper matura-
tion of dendritic arbors.

Mutations in EfnBl1 are associated with a human syndrome
called CraniolFrontoNasal Syndrome (CFNS) [16,17]. CFNS is a
rare X-linked disorder that shows paradoxically greater severity of
craniofacial abnormalities in heterozygous females than in
hemizygous males. This is due to the fact that these abnormalities
are ecxacerbated by cellular mosaicism due to random X-
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inactivation in female patients. This peculiar feature of CFNS is
also observed in mice, since heterozygous females present more
penetrant and generally stronger -yet similar- phenotypes than
hemizygous males [61,62]. To date there is only sporadic
information on the cognitive capacity of CFNS male or female
patients; however, our study suggests that this syndrome may share
a number of characteristic features with other neurodevelopmental
disorders. Interestingly, cortical anomalies observed in EfnBI r=
mutants also partially resemble those seen in genetic models for
Fragile-X Syndrome, which exhibit a striking inhibitory/excitato-
ry synapse imbalance and disrupted synaptic contacts [63].
Altogether, our findings demonstrate that ephrinBl is involved
in cortical maturation and in non-spatial learning and memory.
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Abstract

v

Hypothalamus is key area implicated in control
of glucose homeostasis. This structure integrates
nervous and peripheral informations to adapt a
response modifying peripheral glucose utiliza-
tion and maintaining energetic balance. Among
peripheral signals, adipokines such as adiponec-
tin and leptin are of special importance since
deregulations of their actions are closely associ-
ated to metabolic disorders such as obesity and
type 2 diabetes. During the past ten years, we
have identified a new adipokine named apelin
which has emerging role in the control of metab-
olism. The originality of the apelinergic system
is to be largely represented in peripheral tissues

(adipose tissue, intestine, etc.) and in the brain.
Then, apelin is released by adipose tissue as all
adipokines, but also present another crucial role
as neurotransmitter in hypothalamic neurons.
By acting in the whole body, apelin exerts pleio-
tropic actions and is now considered as a major
determinant of physiological functions. Besides
its general beneficial effects on peripheral tar-
gets, central action of apelin remains still a mat-
ter of debate. In this review, we have made a
parallel between peripheral vs. central actions of
apelin in term of signalization and effects. Then,
we have focused our attention on hypothalamic
apelin and its potential role in glucose metabo-
lism and associated pathologies.

Introduction

v

An alteration of the maintenance of energy bal-
ance, and particularly glucose homeostasis, can
lead to metabolic disorders including obesity and
type 2 diabetes. In this complex system, which
includes hormonal and nervous regulation, the
hypothalamus plays a major role as a center of
integration of various nervous and peripheral
signals including nutrients, afferent nerves and
adipokines such as leptin and adiponectin.
Recently, we have identified the role of an adi-
pokine, apelin, which has the originality to be
expressed in hypothalamic neurons. Thus, apelin
can exert multiple peripheral and central actions,
which have large consequences on numerous
physiological functions and associated patholo-
gies. This review focuses on the role of apelin,
which binds to its receptor AP], and especially on
its implication in the control of energy metabo-
lism by targeting the hypothalamus.
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Apelin and the Apelin Receptor

v

AP] receptor

In 1998, Tatemoto et al. discovered the peptide
binding the orphan APJ receptor and named it
apelin (for AP] Endogenous Ligand) [1]. The AP]
receptor is a G-protein-coupled receptor (GPCR)
identified in 1993 in humans [2]. The specificity
of this receptor is a close sequence homology
with the type 1 angiotensin Il receptor. However,
AP] does not bind the angiotensin II. The gene
encoding this receptor is located on the locus q22
of chromosome 11 and its RNA transcripts are
found first in several brain areas. Hypothalamus
contains the highest density of AP] transcripts
and more particularly in the paraventricular
(PVN), supraoptic (SON) and arcuate nuclei (ARC)
[3,4]. Labeling of APJ] is also found in extrahy-
pothalamic structures such as cortex, pineal
gland, olfactory bulb, dentate gyrus and choroid
plexus [3]. On peripheral tissues, lungs and thy-
roid express strongly APJ] as insulin-responsive
tissue like adipose tissue, skeletal muscles, heart,
and at lower level in the liver [5,6].



Apelin

The human apelin gene is localized on the chromosome Xq25-
q26.1 [7]. It encodes a 77-amino acid polypeptide with a secre-
tory signal sequence and called preproapelin. Then, this
precursor is cleaved by endopeptidases into proapelin (55 amino
acid) and into various biologically active forms whose the pre-
dominant molecular forms are apelin-13, —17 and —36 [6]. Ape-
lin is a peptide, originally extracted from bovine stomach tissue
[1], which presents the originality to be expressed widely in the
whole body, and in the brain [8,9] supporting a role as a hor-
mone and a neurotransmitter. Similar to APJ, apelin isoforms are
expressed in many brains regions including thalamus, hippoc-
ampus, midbrain, pineal gland, frontal cortex, and in the magno-
cellular neurons of hypothalamus areas such as preoptic area,
periventricular, ventromedial, and dorsomedial nuclei [7] sug-
gesting pleiotropic actions in physiology and/or physiopathol-
ogy. Apelin isoforms are also expressed in many peripheral
tissues [10] like heart [11], kidney [12], lung [6], mammary
gland [6], and adipose tissue [8]. Predominant molecular forms
in the hypothalamus and in the plasma are apelin-13 and ape-
lin-36 [6] whereas Pyr(1)-apelin-13 seems to be the major form
present in the heart [11]. This pyroglutamine residue offers a
better protection and higher resistance for apelin to enzymatic
degradation. For this reason, Pyr(1)-apelin-13 has been largely
used to study in vivo or in vitro responses [13]. In fact, apelin has
a short circulating half-life and can also be degraded by the angi-
otensin-converting enzyme 2 (ACE2) [14].

Apelin[AP] signaling pathway

AP] is a GPCR, which could be internalized by the recruitment of
B-arrestins leading to its desensitization. Apelin-13 and ape-
lin-36 differ in receptor binding affinity and in their ability to
affect the intracellular trafficking. Apelin-13 has greater affinity
and potency for the APJ than apelin-36 [5]. Moreover, the apelin-
13-internalized receptor is rapidly recycled to the cell surface
through a Rab4-dependent mechanism while the apelin-36-in-
ternalized receptor is associated with B-arrestinl and then is
targeted for degradation in lysosomes by Rab7 [15]. Thus, the
apelinergic system presents another originality since a single
receptor (AP]) can be differentially trafficked as a result of activa-
tion by multiple isoforms of the same ligand. As a result, many
data from literature suggest that the couple APJ/apelin is involved
in many signaling pathways. AP] is preferentially coupled to Gi
protein, and consequently apelin is able to 1) inhibit adenylyl
cyclase, generating lower rise in cAMP [16] and 2) activate extra-
cellular-regulated kinase (ERKs), more particularly induces p42
and p44 phosphorylation by a Protein Kinase C (PKC) depend-
ant-pathway [17]. Apelin/AP] is also able to phosphorylate p70-
56 kinase from activation of 2 signaling cascades implicating PI3
kinase and ERK, respectively, which are linked to a different pat-
tern of p70S6K phosphorylation [18]. Via the implementation of
signaling cascades implicating PI3 kinase, apelin can also acti-
vate phospholipase C (PLC) as mediator largely involved in the
regulation of energetic metabolism such as endothelial Nitric
Oxide Synthase (eNOS) [19], AMPK [20] and Akt [21].

Physiological effects of apelin on peripheral tissues

Through these different signaling pathways, apelinergic system
is involved in several physiological mechanisms. At the cellular
level, apelin/AP]J is implicated in the proliferation of endothelial
progenitors during the formation of cardiovascular system, but
also in the control of immune system with anti-inflammatory

effect on activated T lymphocytes [22]. In the same way, apelin
stimulates endothelial cell proliferation and especially retinal
angiogenesis [23] since apelin-knockout mice have a retardation
of retinal vascular development [24]. This emerging vascular
role of apelin seems to imply this molecule as a therapeutic tar-
get in cancer [25]. At the tissue level, apelin is involved in the
regulation of cardiovascular system by an action on blood ves-
sels and on heart. In fact, apelin generates a decrease of blood
pressure via nitric oxide (NO) pathway [26] but also an increase
of cardiac contractility [27]. Apelin has a cardioprotective role
against oxidative stress and apoptosis [28,29] evidenced by low
plasma levels measured in patient with cardiac pathologies [30].
This dual effect, direct and indirect, opens perspectives in treat-
ment of cardiovascular diseases. Another preferential peripheral
target of apelin is the digestive tract. Intestinal apelin stimulates
gastric cell proliferation [31], duodenal bicarbonate secretion,
enteric cholecystokinin release [32], and gastric acid secretion
[33]. More recently, our group showed that glucose specifically
promotes Pyr(1)-apelin-13 secretion in the intestine leading to
increased glucose absorption by an AMPK-dependent mecha-
nism [34].

Specific peripheral actions of apelin on energy metabolism
Metabolic disorders are characterized by multiple phenotypic
alterations reflected by 2 known pathologies, that is, obesity and
type 2 diabetes. Type 2 diabetes is commonly described as a
pathology with various symptoms including hyperglycemia,
hyperinsulinemia, and insulin resistance, which refers to a state
where physiological concentrations of insulin are poorly effec-
tive [35]. This pathological state is strongly linked to obesity and
it is characterized by an impairment to respond to high levels of
insulin.

Adipocytes produce and secrete adipokines. Disruption of their
global actions can influence the emergence of type 2 diabetes
[36]. We have demonstrated in 2005 that apelin is not only pro-
duced but also secreted by adipocytes showing that apelin
belongs to the family of adipokines [8]. Reinforcing the concept
is shown in human since plasma levels are expressed at a con-
centration close to picomolar, consistent with the range of a cir-
culating hormone. Apelin release is strongly related to insulin
since it has been shown that its injection decrease insulin levels
in vivo and in vitro [37], while insulin treatment on cultured
adipocytes generates an increase of apelin expression and secre-
tion [38]. Among the adipokines produced and secreted by adi-
pocytes, apelin is considered as a promising target for treating
metabolic disorders. In the peripheral organs, increased secre-
tion and expression of apelin in different mouse models of obes-
ity and obese subjects is strongly associated with insulin
regulation. We demonstrated that apelin produced by the
peripheral organs is considered beneficial with antidiabetic
properties and represents a promising target for managing insu-
lin resistance. Acute intravenous injection of apelin in normal
mice has shown a powerful glucose-lowering effect by stimulat-
ing glucose utilization in skeletal muscle via eNOS, AMPK, and
Akt-dependent pathways. Apelin restored glucose tolerance and
increased glucose utilization in skeletal muscle and adipose tis-
sue in obese and insulin-resistant mice fed a high-fat diet. Two
weeks of chronic apelin treatment in insulin-resistant mice was
shown to improve insulin sensitivity [39]. The role of apelin in
glucose homeostasis has been confirmed in apelin knockout
mice that have decreased insulin sensitivity [39]. Apelin
improves also lipid metabolism by a decrease of adiposity,
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serum levels of triglycerides and an increase of energy expendi-
ture by brown adipose tissue (BAT) activity [40]. Moreover,
chronic apelin treatment optimizes muscle mitochondrial per-
formance through increased mitochondrial biogenesis and a
tighter matching between fatty acid oxidation and the tricarbo-
xylic acid cycle [41]. More recently, we demonstrated the spe-
cific relationships between the gut microbiota, which regulates
glucose metabolism [42,43], and regulation of the apelinergic
system in the adipose tissue [44]. Indeed, we showed that ape-
lin/AP] expression was upregulated by the bacteria-derived
compounds lipopolysaccharides in pathological situations such
as metabolic diseases.

The originality of apelin is that it can act as an adipokine, but
also as a neurotransmitter secreted by neurons in the central
nervous system (CNS). In the context of T2D, apelin levels are
increased in the plasma of human and mice [8,45] but also in
the hypothalamus of mice [46]. As opposed to peripheral effect
[20], central mechanisms of apelin action on glucose homeosta-
sis are not totally elucidated, and will be developed in the next
part of this review.

Apelin and the Brain

v

Physiological effect on the brain

As previously described, apelin and its receptor AP] are expressed
in different areas of CNS. AP]/Apelin is abundantly expressed in
the oligodendrocytes and neurons in human and at lower levels
in astrocytes [47]. At the opposite, AP] was not expressed in
microglia in the spinal cord [48]. This distribution implies apelin
in various behavioral phenomena such as pain by an antinocic-
eptive effect involving p-opioid receptors [49], and as learning
and memory consolidation via a-adrenergic, 5-HT2 serotoner-
gic, cholinergic, dopaminergic, GABAergic, and NO mediations
[50]. Another characteristic of central apelin’s action is its ability
to protect neurons against excitotoxicity by several mechanisms
[51]. In these studies, the authors demonstrate that apelin can
protect cultured cortical neurons via an inhibition of reactive
oxygen species (ROS) production, mitochondrial depolarization
and apoptosis activation, mediated by ERK/Akt signaling path-
ways. Inversely, apelin cannot protect cultured hippocampal
neurons without the presence of VEGF suggesting different
actions depending on the area of the brain.

The hypothalamus is one of the area of the brain where apelin
and its receptor are strongly expressed. In this structure, AP is
present in the medial parvocellular regions of the hypothalamic
paraventricular nucleus (PVN) and scattered magnocellular neu-
rons of the PVN and the supraoptic nucleus (SON), which are key
structures in the regulation of endocrine and autonomic
responses for the maintenance of homeostasis [52]. AP]/Apelin is
also present in the pituitary gland suggesting a role in the con-
trol of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA). Indeed, it
has been demonstrated the involvement of AP] as neuromodula-
tor in modifying HPA axis activity in response to acute stress
stimuli [53]. This study shows a decrease of ACTH release in AP]-
deficient mice in response to hypoglycemic stress clearly con-
firming a role of central apelin in neuroendocrine functions. In
the same way, apelin is co-expressed with vasopressin (AVP) and
ocytocin in magnocellular neurons generating a functional role
in fluid homeostasis [9]. AP]-deficient mice exhibit a decrease of
water intake and an increase of AVP levels [54] while the intrac-
erebroventricular (icv) injection of apelin inhibits AVP neurons

activity and activates diuresis [16]. It has already been shown
that 24-h of water deprivation on rat lead to a decrease in AVP
content and to an increase of apelin content in magnocellular
neurons of PVN and SON. Treatment with AVP receptor antago-
nist on these neurons inhibits the increase of apelin content
while treatment of AVP receptor agonist allows its rise suggest-
ing the involvement of AVP in the regulation of neuronal apelin.
Quantitative analysis demonstrated that 89% of apelin neurons
contained POMC, whereas less than 10% contained NPY. How-
ever, numerous NPY nerve fibers are detected close to apelin
neuronal cell bodies implying potential control of NPY on POMC/
apelin neurons activity [46]. Indeed, NPY has been shown to
inhibit the activity of POMC neurons via Y1 and Y5 receptors
[55]. More than half of the arcuate nucleus (ARC) POMC neurons
express apelin receptor mRNA, and agonist of apelin strongly
increases o-MSH release from rat hypothalamic explants,
whereas inactive apelin fragment does not [46]. This informa-
tion suggests that apelin may be somatodendritically or axonally
released from POMC neurons, stimulating in an autocrine man-
ner the release of a-MSH, a neuropeptide reducing food intake
and inducing weight loss. In accordance with this data, studies
reveal an anorexigenic effect of icv apelin injection with the
involvement of corticoliberins [56,57]. Contradictorily, Taheri et
al. showed that apelin has no effect on food intake into fed rats
while stimulates food intake in a dose-dependent manner by icv
injection into fasting rats [58]. The effect generated by apelin
seems to depend on animal model, on dose of apelin injected,
nutritional status and metabolic status. It has been recently
shown that the anorexigen effect of apelin is lost in obese/dia-
betic rats correlating with a decrease of hypothalamic APJ
expression which could explain the lack of decrease of food
intake in this model [57].

Cell signaling pathways in the brain

Concerning neuronal signaling pathways involved in apelin effects,
we can retrieve similarly pathway than periphery (® Fig. 1). In
fact, apelin generates Akt, ERK1/2 and Raf phosphorylation in
hippocampal cultures [59]. Likewise in MC3T3-E1 cells, c-Jun
N-terminal kinase and PI3-kinase/AKT signaling are activated in
response to apelin while in cultured cortical neurons PKC phos-
phorylation is induced [60]. Finally, several forms of the APJ pep-
tide ligand alleviate NMDA-mediated Ca®* accumulation in
neurons [51].

Besides an action on a-MSH release in hypothalamus, few stud-
ies have investigated central signaling pathway mediated by
apelin and involved in the regulation of glucose metabolism.
Duparc et al. demonstrate that icv injection of apelin into fed
mice improves glucose homeostasis via NO-dependent pathway
[61]. As previously described, apelin can phosphorylate eNOS
that generates NO release which improves glucose metabolism
in muscle. This regulation is also present in the hypothalamus
since in response to icv apelin injection, hypothalamic eNOS is
phosphorylated to decrease fed glycemia, improve glucose and
insulin tolerance without modifying plasma insulin concentra-
tion. All these beneficial effects are abolished in eNOS-deficient
mice and obese/diabetic mice proving the fundamental role of
hypothalamic reactive nitrogen species (RNS) like NO in this
regulation. Emerging data point to a pivotal role of hypothalamic
ROS in the energy homeostasis regulation. Recent study has
shown that apelin directly increases neuronal activity via stimu-
lation of NADPH oxidase-derived superoxide in neurons cul-
tured from ventral brainstem [62]. Superoxide belongs to the
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Fig. 2 Autocrine regulation of a-MSH release by apelin on POMC neu-
rons. The large majority of apelin neurons contain POMC. POMC neurons
express AP] and agonist of apelin strongly increases a-MSH release. It is
suggested that apelin may be somatodendritically or axonally released
stimulating in an autocrine manner the release of a-MSH. Moreover,
numerous NPY nerve fibers are detected close to apelin neuronal cell bod-
ies implying potential control of NPY neurons on apelin/POMC neurons
activity. Finally, we can speculate that peripheral apelin may reach the
hypothalamus via the blood-brain barrier in order to modulate the activ-
ity of apelin/POMC neurons.

ROS family, which is well known to be involved in the central
regulation of glucose homeostasis [63,64]. As previously
described, apelin can act on mitochondria and its metabolites
but also on NADPH oxidase activity, 2 main producers of hypoth-
alamic ROS [63,65], suggesting that this family of mediator could
be implied in hypothalamic apelin signaling pathway.

Central apelin and glucose metabolism

Peripheral apelin improves glucose and lipids metabolism in
muscle, and conserves its effect during metabolic disorders
leading to consider apelin as a promising target for therapeutic
advances [20,41], like leptin and adiponectin. These major adi-

Fig. 1 Potential intracellular targets of neuronal
apelin action.
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pokines could act on periphery but also in the brain, more pre-
cisely in the hypothalamus. This structure is located in the floor
of the third ventricle and could receive hormonal and metabolic
informations via a physiologically modified blood-brain barrier
conferring the property of the hypothalamus to sense directly
peripheral variations like all neurohemal structures [G6].
Higuchi et al. have demonstrated that hypothalamic apelin con-
centration is increased after intra-peritoneal (ip) apelin injec-
tion [67]. Moreover, ip apelin injection increases c-Fos staining
especially in the hypothalamus (PVN, lateral hypothalamic area)
and brainstem [G67], reinforcing the hypothesis that peripheral
apelin can target brain structures. Then, we can speculate that
apelin, as an adipokine released by adipose tissue, could reach
hypothalamus and modulate its apelin levels directly or by
action on apelinergic neurons (® Fig. 2). Duparc et al. [61]
showed that plasma levels of apelin in normal mice during 24h
are increased during feeding activity (night period) and con-
versely decreased during the day. This regulation is completely
lost in obese/diabetic mice where the levels are substantially
increased during the entire 24 h-day. These results can be linked
with hypothalamic apelin levels which are also increased in
these models [46]. Recently, we have shown that apelin stimu-
lates hypothalamic NO release, which generates improving of
glucose metabolism in fed mice [61]. This central effect could be
mediated by the rise of plasma apelin levels during fed period.
Based on all these informations, we propose that glucose utiliza-
tion observed during the fed period could be linked to a dual
effect of apelin on brain and peripheral tissue, via a common NO
signaling.

Beneficial effect of central apelin is blunted in obese/diabetic
mice, which 1) are not sensitive to a slight physiological increase
of central apelin level [61] and 2) present an altered hypotha-
lamic eNOS expression [68]. However, icv injection of high dose
of apelin, similar to that observed in the hypothalamus of obese/
diabetic mice, triggers fasted hyperglycemia in normal mice and
increases hyperglycemia of obese/diabetic mice. This suggests
that unlike leptin resistance observed in the brain if obese/dia-
betic mice, hypothalamus is still able to be stimulated by apelin
in pathophysiological state. Then, we can suppose that a rise of
hypothalamic apelin levels could be involved in the transition
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Fig.3 Communication between the hypothalamus and peripheral
organs in the glucose metabolism. Different hypothalamic nuclei could
be targeted by central and/or peripheral apelin such as the supraoptic
nucleus (SON), paraventricular nucleus (PVN), the dorsal medial nucleus
(DMN), and the ventromedial nucleus (VMN). Then, peripheral tissues
activity could be modified via the autonomous nervous system.

from normal to diabetic condition, and participates to the main-
tenance of a diabetic state in a long term period.

In response to icv apelin injection at a high-dose during fasted
period, the c-Fos staining is increased in the ventro-medial
hypothalamus (VMN) and decreased in the ARC without chang-
ing the c-Fos staining in dorso-medial hypothalamus (DMN). At
the opposite, icv low-dose of apelin with beneficial properties
generates a c-Fos signal in the DMN during fast and fed periods.
These data confirm that hypothalamus is still sensitive to apelin,
but bring into the light the complexity of the action of central
apelin, which has differential effects depending on the nutri-
tional condition, the quantity of apelin presents in the hypotha-
lamus, and the evolution of the diabetic state.

Which peripheral organs could be targeted by central apelin
during the establishment of a type 2 diabetes? (© Fig. 3). As pre-
viously explained, icv injection of high levels of apelin generates
fasted hyperglycemia and hyperinsulinemia, characteristic of a
type 2 diabetes, suggesting that 1) the pancreas can modify its
insulin release to generate hyperinsulinemia and 2) the liver can
increase glucose production output leading to hyperglycemia
[69]. Numerous studies have implicated the autonomous nerv-
ous system (ANS) in the control of pancreatic and hepatic func-
tions. It has been recognized as a powerful additional modulator
of peripheral tissues such as liver [ 70], and dysfunction of ANS is
observed during diabetes [71]. To focus on central targets of ape-
lin's action, the specific injection of apelin into the PVN can
increase sympathetic nerve activity innervating BAT, resulting to
an increase in BAT temperature [72]. These data are of potential
interest for the control of energy balance by central apelin since
BAT is a crucial organ involved in the control of glucose metabo-
lism. Central apelin can also act on gastrointestinal motility via
the ANS. Thus, icv injection of apelin inhibits distal colonic tran-
sit in mice [73], gastric emptying and intestinal transit [74] com-

plementing its direct established role in the glucose absorption
in the intestine [34].

Conclusion

v

Since the discovery of apelinergic system, many implications of
this adipokine and/or neurotransmitter in physiological systems
have been revealed. The demonstration that apelin belongs to
the family of the rare adipokines, which are expressed in both
adipose tissue and brain, gives a prominent role in the treatment
of metabolic diseases. Therapeutic strategies have to take into
account the dual role of apelin in periphery and in the brain on
glucose metabolism. To this aim, central molecular actors medi-
ating the deleterious effect of apelin on glucose metabolism
have to be determined.
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Résumé Le cerveau, et plus particuliérement 1’hypothalamus,
est le centre intégrateur de nombreux signaux d’origines
diverses impliqués dans le controle de la satiété et du méta-
bolisme énergétique. Par I’intermédiaire des systémes endo-
crinien et/ou nerveux, les tissus périphériques (tube digestif,
tissu adipeux parmi les principaux) peuvent alors envoyer des
messages a I’hypothalamus, qui en retour modulera la prise
alimentaire et I’utilisation périphérique du glucose. Ainsi, la
genése d’un message périphérique aberrant et/ou ’arrivée
d’une information erronée dans 1’hypothalamus peuvent par-
ticiper a I’apparition des maladies métaboliques (obésité, dia-
bete de type 2). En plus des troubles périphériques liés a ces
pathologies, il devient d’une importance majeure de traiter ces
« troubles hypothalamiques » en agissant, dans la mesure du
possible, directement sur des cibles hypothalamiques ou au
contraire en ciblant des acteurs moléculaires, cellulaires et
tissulaires périphériques connus pour communiquer avec
I’hypothalamus. Dés lors, le traitement des maladies métabo-
liques passerait par une vision globale de 1’organisme via la
communication inter-organes et le systéme nerveux central
comme centre intégrateur.

Mots clés Hypothalamus - Métabolisme - Obésité -
Adipokines - Intestin

Abstract The brain, and more particularly the hypothala-
mus, is an integrative center for numerous signals from
various origins implicated in the control of satiety and
energy metabolism. Peripheral tissues (gut, adipose tissue)
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and hypothalamus is involved in obesity

are able to send endocrine and/or nervous messages to the
hypothalamus which, in turn controls food intake and peri-
pheral glucose utilization. Then, the generation of an abnor-
mal peripheral message and/or the arrival of aberrant infor-
mation directly in the hypothalamus could be involved in the
settlement of metabolic disorders (obesity and type 2 diabe-
tes). In addition to peripheral disorders related to such disea-
ses, it becomes of crucial importance to address these major
“hypothalamic disorders” by acting, when possible, directly
on hypothalamic targets or instead targeting molecular, cel-
lular and tissue actors known to be in close communication
with the hypothalamus. Therefore, the treatment of metabo-
lic disorders needs a global vision of the body through the
inter-organ communication, and the central nervous system
behaving as an integrative center.

Keywords Hypothalamus - Metabolism - Obesity -
Adipokines - Intestine

Introduction

La communication inter-organe est essentielle au maintien
du contréle du métabolisme énergétique. Dans ce dialogue
complexe impliquant les systémes nerveux et endocrinien,
I’hypothalamus prend une part non-négligeable dans la régu-
lation de ’homéostasie énergétique en jouant le role de cen-
tre intégrateur d’informations d’origines diverses. Ainsi,
I’hypothalamus va recevoir des messages de type nerveux,
endocriniens ou métaboliques, et va générer une réponse
adaptée permettant de moduler la prise alimentaire et la
dépense énergétique. Son role majeur dans le contréle de
I’homéostasie énergétique a été démontré par 1’utilisation
de modeéles animaux présentant des lésions de noyaux hypo-
thalamiques [1,2], ce qui a permis d’identifier I’implication
de différentes régions, a savoir ’hypothalamus ventromé-
dian (VMN), I’hypothalamus dorsomédian (DMN), ’aire
latérale hypothalamique (LHA), le noyau paraventriculaire
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(NPV) et le noyau arqué (ARC). Les projections neuronales
entre ces différentes régions sont nombreuses, augmentant
ainsi les échanges d’informations entre les différentes struc-
tures, mais augmentant également la difficulté de compré-
hension des mécanismes de régulation (Fig. 1). Parmi toutes
les structures hypothalamiques, I’ARC présente 1’originalité
d’étre localisé au dessus de 1I’éminence médiane, zone ou la
barriére hémato-encéphalique présente des modifications
morpho-fonctionnelles permettant le passage de certaines
molécules informatives telles que les hormones et les méta-
bolites [3]. L’ARC est donc une des premiéres structures
capables de détecter des variations du taux d’hormones péri-
phériques circulantes. De plus, I’ARC est en connexion avec
le tronc cérébral, ce qui lui donne la possibilité de recevoir
également des informations périphériques via une voie ner-
veuse afférente [4,5].

En ciblant ’ARC, I’ensemble de ces facteurs va moduler
I’activité de neurones orexigénes, le systéme NPY/AgRP
(Neuropeptide Y/Agouti and Related Peptide) ; et de neuro-
nes anorexigenes, le systtme POMC/CART (ProOpioMela-
noCortin et Cocaine-and-Amphetamine-Related Transcript),
connu également pour augmenter la dépense énergétique en
activant les récepteurs a la mélanocortine (MC3R et MC4R)
[6]. Ainsi, une dérégulation de ces systémes au cours du
développement et/ou en réponse a un régime alimentaire ina-
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dapté participe a I’apparition de maladies métaboliques. Dés
lors, I’identification des acteurs moléculaires impliqués dans
le controle central de I’homéostasie énergétique est d’une
importance cruciale dans la mise en place de nouveaux trai-
tements luttant contre 1’obésité ou le diabéte de type 2.

L’objectif général de cette revue est de faire un bilan des
acteurs moléculaires impliqués dans des communications
inter-organes mettant en jeu I’hypothalamus dans les condi-
tions physiopathologiques. Ainsi, I’intestin, le tissu adipeux
et certaines hormones métaboliques vont pouvoir moduler
I’activité neuronale hypothalamique.

Obésité/Diabete et axe « intestin-cerveau »

Lors de la prise alimentaire, le glucose est détecté par des
cellules spécialisées, cellules « senseurs » au glucose, loca-
lisées au niveau du pancréas [7], du tractus digestif [§] et du
cerveau [9]. Lors de la prise alimentaire, les premiers sen-
seurs détectant les variations de glucose sont ceux présents
dans le tube digestif, et plus précisément dans la paroi intes-
tinale et dans la veine hépato-portale [10-12]. Ces senseurs
transmettent alors des messages nerveux et/ou hormonaux
aux autres tissus périphériques (pancréas, muscles,...), mais
également a I’hypothalamus [13]. Chez la souris, I’injection
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Fig. 1 Communication inter-organes dans le controle du métabolisme énergétique et de la prise alimentaire. L’hypothalamus recoit

des informations nerveuses et/ou hormonales en provenance de I’intestin (capable de détecter la présence de certains nutriments)

et du tissu adipeux (adipokines). La modification d’activité des neurones a NPY et a POMC résultant de la sommation de ces informa-

tions aboutie a une modification du comportement alimentaire et a une modification de ’utilisation périphérique du glucose. Au cours

de I’obésité, des perturbations de détection de nutriments dans I’intestin et de la sécrétion des adipokines aboutissent a une réponse ina-

daptée de ’hypothalamus, augmentant la prise alimentaire et provoquant une insulino-résistance périphérique
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intragastrique (ig) de glucose, a une dose stimulant spécifi-
quement ces senseurs entériques (sans modifier la glycémie
périphérie et donc sans stimuler les autres senseurs), génére
un message nerveux afférent se traduisant par une augmen-
tation de 1’expression de c-Fos (marqueur d’activité neuro-
nale) dans le tronc cérébral, et une diminution de ce méme
marqueur dans I’ARC, le VMN et le DMN [13]. La modifi-
cation d’activité neuronale mesurée dans 1’hypothalamus
correspond & un ciblage des neurones a NPY a la base de
la création d’un message nerveux efférent permettant d’aug-
menter ’utilisation du glucose au niveau musculaire [13].
Chez la souris en régime hyperlipidique, cet axe intestin-
cerveau-périphérie est fortement perturbé. En effet, le méme
type d’injection ig de glucose ne modifie ni I’expression de
c-Fos dans le cerveau, ni I'utilisation du glucose en périphé-
rie suggérant ainsi que 1) les senseurs entériques détectent
mal le glucose et/ou envoient un message erroné au cerveau,
et 2) une altération des systémes de détection entérique au
glucose participe a la mise en place de 1’obésité (modifica-
tion de I’activité des neurones a NPY) et du diabéte de type 2
(insulino-résistance). Cette derniere hypothése est renforcée
par le travail de Duparc et al [14] qui montre, dans un
modéle de souris obéses/diabétiques génétiquement modi-
fiées (db/db), I’absence d’augmentation de libération hypo-
thalamique de monoxyde d’azote (NO) en réponse a une
injection ig de glucose comparée aux souris contrdles [14].
Le NO étant un acteur moléculaire hypothalamique contro-
lant 1"utilisation périphérique de glucose [15], une altération
des systémes de détection entérique au glucose pourrait par-
ticiper a I’apparition de troubles métaboliques. Des données
de la littérature suggerent actuellement qu’une inflammation
intestinale, liée a un régime nutritionnel inadapté [13] ou liée
a une modification génétique [14], serait a ’origine des per-
turbations de I’axe intestin-cerveau.

L’implication de cet axe intestin-cerveau-périphérie est
clairement démontré au cours de la chirurgie bariatrique,
notamment lors du gastric bypass, permettant une perte de
poids pouvant atteindre 50 % du poids initial. Dans ce type
de chirurgie, I’ensemble des mécanismes nerveux et endo-
criniens, qui étaient perturbés chez 1’individu obése/diabé-
tique, sont a nouveau “remaniés” afin de permettre une
réponse améliorée de ’axe intestin-cerveau en agissant
aussi bien sur les hormones gastro-intestinales que sur les
voies nerveuses afférentes [16]. Les conséquences de cette
chirurgie bariatrique sur le tronc cérébral et I’hypothalamus
ont largement été décrites dans différents modéles expéri-
mentaux, et le ciblage indirect de ces régions du systéme
nerveux aboutit & une diminution de la prise alimentaire et
de la prise de poids. Récemment, Breen et al [17] ont mon-
tré que la détection des nutriments au niveau intestinal, via
un relais central, jouait un réle clé dans I’amélioration de
I’homéostasie glucidique chez le rat opéré d’un « gastric
bypass ».

@ Springer

Enfin, certains chercheurs tentent de faire le lien entre les
modifications de la flore intestinale observées au cours du
diabéte et de I’obésité, et des modifications potentielles de
I’activité hypothalamique (prise alimentaire, dépense éner-
gétique) [18].

Obésité/Diabéte et axe « tissu adipeux-
cerveau »

Le tissu adipeux est capable de sécréter de nombreux fac-
teurs appelés adipokines connus pour étre impliqués dans
le contrdle du métabolisme énergétique, et dont la sécrétion
est fortement perturbée lors des maladies métaboliques
[19,20]. Leurs interactions avec les tissus périphériques
(muscles, pancréas, foie,...) et le cerveau sont extrémement
nombreuses [21]. Récemment, en plus de la leptine, I’adipo-
kine la plus étudiée dans le contrle central de 1’obésité et
des maladies métaboliques, notre groupe a été le premier a
identifier le réle de I’apeline dans le maintien de ’homéo-
stasie glucidique [22].

Leptine

Les effets hypothalamiques de la leptine sont largement
décrits dans la littérature a savoir inhibition de la prise ali-
mentaire, diminution de la prise de poids et de la glycémie,
stimulation de la thermogenése et de 1’oxydation des acides
gras [23]. En agissant sur son récepteur fortement exprimé
dans I’hypothalamus [23], la leptine peut ainsi inhiber I’ac-
tivité des neurones a NPY [24,25] et stimuler celle des neu-
rones 8 POMC [24]. La délétion génique du récepteur a la
leptine dans I’hypothalamus [26] ou spécifiquement dans les
neurones 8 POMC chez la souris [27] aboutit a ’apparition
d’un phénotype obése. De plus, il est clairement établi que
I’obésité provoque une résistance centrale a la leptine. Cette
résistance pourrait étre liée a une diminution du transport a la
leptine dans le cerveau et/ou une altération de la transduction
du signal de la leptine [28].

Apeline

Parmi les adipokines potentiellement impliquées dans le
contréle du métabolisme glucidique, notre groupe s’inté-
resse au role de I’apeline, découverte en 1998 [29], et iden-
tifiée par notre équipe comme adipokine en 2005 [30].
L’apeline est synthétisée sous la forme d’un précurseur de
77 acides aminés qui va ensuite étre clivé en un peptide de
55 acides aminés, lequel pourra donner a son tour des pepti-
des de différentes tailles (I’apeline 13 pyroglutaminée étant
la forme la plus active). ’ARNm du géne codant I’apeline
est exprimé dans de nombreux tissus périphériques comme
le tissu adipeux, les poumons, le cceur et les gonades, mais
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également au niveau central. En périphérie, 1’apeline pos-
séde un effet inotrope positif sur le systéme cardiovasculaire,
une action sur I’homéostasie des fluides corporels et est
capable de stimuler la prolifération cellulaire [31]. Au niveau
central, et plus précisément au niveau de I’hypothalamus,
I’apeline a 1) des effets controversés sur la prise alimentaire,
effets semblant dépendre du modele animal et des doses
perfusées [32-34], et 2) une puissante action diurétique via
I’inhibition de la libération de vasopressine [35]. L’apeline
est le ligand endogéne du récepteur orphelin APJ, récepteur
a 7 domaines transmembranaires couplé a une protéine de
type Gi/Go, dont I’activation conduit a une réponse cellu-
laire impliquant de nombreuses voies de signalisation. Ce
récepteur est exprimé dans presque tout I’organisme, mais
de facon plus marquée dans 1’hypothalamus, le cceur, les
poumons et le tissu adipeux [36]. L’apeline a donc la parti-
cularité d’étre une des rares adipokines ayant également un
role de neurotransmetteur : il a été mis en évidence 1’exis-
tence de neurones apelinergiques au niveau de I’hypothala-
mus, du noyau supra-optique et du noyau caudé [37].
Notre groupe a récemment montré que 1’apeline, injectée
en périphérie par voie intraveineuse (iv), avait des effets
bénéfiques chez des souris normales mais également chez
des souris rendues obéses et diabétiques suite a un régime
hyperlipidique [22]. En effet, une injection iv d’apeline pro-
voque une diminution de la glycémie, une amélioration de la
tolérance au glucose et de la sensibilité a I’insuline [22,38],
ainsi qu’une augmentation de 1’utilisation du glucose par les
muscles et le tissu adipeux blanc [22]. De plus, I’apeline est
capable d’augmenter 1’absorption du glucose au niveau
intestinal [39]. Concernant ses effets dans le systéme ner-
veux, notre groupe a démontré que ’injection intracérébro-
ventriculaire (icv) d’apeline a des effets différentiels en fonc-
tion du statut nutritionnel et de la dose injectée. Ainsi, de
faibles doses d’apeline injectées en icv, doses similaires a
celles retrouvées chez la souris normale, améliorent la tolé-
rance au glucose et a 1’insuline chez la souris normale en
condition nourrie [40]. A I’inverse, de fortes doses d’apeline
injectées en icv, similaires a celles retrouvées dans I’hypo-
thalamus de souris obéses/diabétiques [41], provoquent une
insulino-résistance périphérique chez la souris normale a
jeun [40]. Ces résultats suggérent que 1) ’action directe de
I’apeline sur les neurones hypothalamiques est totalement
différente en fonction de I’état diabétique du modéele étudié,
et 2) I’apeline par son action centrale participe a la mise en
place de I’obésité et du diabéte de type 2. Contrairement au
phénomeéne de résistance a la leptine observé au cours de
I’obésité, I’action de I’apeline dans le systéme nerveux cen-
tral est conservée, puisque l’injection icv chez la souris
obése augmente la glycémie a jeun, amplifiant ’hyperglycé-
mie a jeun caractéristique d’un diabéte de type 2 [40]. Une
partie des effets hypothalamiques de I’apeline pourrait pas-
ser par une action sur les neurones 8 POMC, qui exprime le

récepteur APJ, et dont la stimulation par I’apeline génére une
libération d’alpha-MSH [41]. Les effets centraux de 1’ape-
line sur le contréle des fonctions périphériques impliquent
également le systéme nerveux autonome [42].

Conclusion

Ainsi, un régime alimentaire inadapté génére 1’apparition
d’un message périphérique aberrant (nerveux, hormonal) pou-
vant avoir une origine adipocytaire et/ou intestinale. En plus
des modifications périphériques largement décrites dans la
littérature, ces messages erronés peuvent moduler 1’activité
du systéme nerveux central, et plus précisément 1’hypothala-
mus, ce dernier étant 1’élément intégrateur final contrdlant la
prise alimentaire et ’utilisation périphérique du glucose.
Ainsi, cibler les actions moléculaires hypothalamiques de
messages périphériques pourrait étre a la base de futures
approches thérapeutiques pour les maladies métaboliques.
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