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Résumeé

L’hyperglycémie est detectée et intégrée au niveau de I’hypothalamus meédio-basal
(MBH) qui inhibe la prise alimentaire et déclenche la sécrétion d’insuline. Le MBH renferme
des neurones spécialisés gluco-sensibles (GS) qui détectent directement ou indirectement des
variations de la concentration extracellulaire en glucose.

Dans une premiere étude, nous suggérons que la détection indirecte du glucose par les
neurones GS hypothalamiques repose sur la libération d’endozépines par les astrocytes, un
gliotransmetteur connu pour inhiber la prise alimentaire en réponse a I’hyperglycémie. Nous
travaux montrent que les endozépines activent spécifiguement les neurones a pro-
opiomélanocortine (POMC) du MBH pour générer leur effet anorexigene.

Dans une seconde étude, nous montrons que la détection directe de I’hyperglycémie
implique les neurones hypothalamiques dits high gluco-excité (HGE). Grace a des approches
pharmacologiques et génétiques, nous mettons en évidence que les canaux redox sensibles
Transient Receptor Potential Canonical 3 et 4 (TRPC3/4) sont fondamentaux pour la détection
du glucose par les neurones HGE in vitro, la stimulation de la sécrétion d’insuline et la
diminution de la prise alimentaire en réponse a I’hyperglycémie cérébrale in vivo. De plus,
nos travaux démontrent que les canaux TRPC3 du MBH jouent un réle clef dans le contréle
de ’homéostasie énergétique.

Les travaux de cette these permettent de mettre en évidence deux nouveaux
mécanismes de détection hypothalamique de I’hyperglycémie : I’'un reposant sur I’implication
des canaux TRPC3/4 dans les neurones HGE et 1’autre proposant les endozépines

astrocytaires comme relaie du signal « glucose » aux neurones POMC.

Mots clefs: homéostasie énergétique, hypothalamus, endozépines, détection du glucose,
astrocytes, neurones gluco-sensibles, canaux TRPC, espéces actives de 1I’oxygene.



Abstract

Hyperglycemia is detected and integrated by the mediobasal hypothalamus (MBH)
which, in turn, inhibits food intake and triggers insulin secretion. The MBH houses
specialized glucose-sensitive (GS) neurons, which directly or indirectly modulate their
electrical activity in response to changes in glucose level.

In a first study, we hypothesized that indirect detection of glucose by MBH GS
neurons involves the secretion of endozepine by astrocytes, a gliotransmitter known to inhibit
food intake in response to hyperglycemia. The present work shows that endozepines
selectively activate anorexigenic MBH pro-opiomelanotortine (POMC) neurons.

In the second study, we show that the direct detection of increased glucose level
involves hypothalamic glucose-excited (HGE) neurons. Using pharmacological and genetic
approaches, we demonstrate that the redox-sensitive Transient Receptor Potential Canonical 3
et 4 (TRPC3/4) channels are involved in MBH HGE response to glucose in vitro and
increased insulin secretion and decreased food intake in response to cerebral hyperglycemia in
vivo. We also obtained evidences that MBH TRPC3 channel is a critical new player for
energy homeostasis.

This thesis work identifies two new mechanisms involved in hypothalamic detection
of hyperglycemia: the first based on the involvement of TRPC3/4 channels in HGE neurons
and the second highlighting the astroglial endozepines as a relay of the “glucose” signal to

POMC neurons.

Keywords: energy homeostasis, hypothalamus, endozepines, glucose detection, astrocytes,

glucose-sensing neurons, TRPC channels, reactive oxygen species.
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Préambule

. Homéostasie énergétique

A la fin du 19°™ sigcle, Claude Bernard et Walter Canon développent le concept
d’homéostasie. L’homéostasie est la capacité de tout systeme biologique a maintenir une
stabilité relative de son milieu interne, malgré les fluctuations environnementales. Il s’agit la
d’un équilibre dynamique qui doit d’étre contrdlé pour étre maintenu. Selon ce concept, bon
nombre de fonctions physiologiques sont controlées chez les mammiféres : la fréquence des
battements cardiaques, la pression sanguine, les fonctions respiratoires ou encore la glycémie
(concentration de glucose dans le sang). On représente souvent 1’homéostasie énergétique
sous la forme d’une balance équilibrée entre les apports et les dépenses énergétiques. Les
apports trouvent principalement leurs origines dans I’alimentation, tandis que les dépenses
résultent essentiellement du métabolisme basal et de 1’activité physique du sujet (Figure 1).
La régulation de la glycémie est un des reflets de I’homéostasie énergétique : un individu sain
conserve une glycémie autour d’une valeur stable de 5 mM (soit 90 mg/dl), et ce malgré la

production et I’utilisation variables de glucose.

Apports
énergeétiques :

Dépenses
énergeétiques :

-Métabolisme basal

-Prise alimentaire -Thermogenése

Figure 1 : Balance énergétique équilibrée

Les apports énergétiques sont équivalents aux dépenses : la balance est équilibrée
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Il. Le systéme nerveux central : un centre d’intégration clef

Le systeme nerveux central (SNC) joue un réle fondamental dans le controle de
I’homéostasie énergétique. C’est un centre intégrateur qui coordonne I’activité de nombreux
organes périphériques en fonction des conditions métaboliques. Il est informé en permanence

des besoins energétiques et des réserves de 1’organisme par trois grands types de signaux :

- métaboliques (glucose, acides aminés, acides gras)
- endocriniens (leptine, insuline, ghréline...)

- nerveux (les influx afférents).

Le SNC intégre ces signaux et déclenche en retour des reponses centrales et
périphériques adaptées de type comportementales (en régulant la prise alimentaire),
endocriniennes (en contrdlant par exemple la sécrétion d’insuline) et végétatives (en modulant
I’activité de certains organes par 1’intermédiaire du systeme nerveux autonome (SNA) afin

d’orienter les flux métaboliques) (Figure 2).

Réponse physiologique

\ 4

- Signaux endocrines Homéostasie
- Signaux métaboliques

- Signaux nerveux

Perception

Besoins énergétiques Réserves

Figure 2 : Le cerveau participe au maintien de I’homéostasie glucidique
Des signaux endocriniens, métaboliques et nerveux atteignent le cerveau pour I’informer des besoins et des

réserves énergétiques de I’organisme (mécanismes de perception). Le cerveau intégre ces signaux et déclenche
un ensemble de réponses physiologiques pour rétablir I’homéostasie énergétique.

Parmi les nutriments détectés par le SNC, mon travail de thése s’est focalisé sur le

glucose.

18



Introduction

19



|. Le contrdle central de ’'homéostasie glucidique

l.1. L’homéostasie glucidique : définition

Le glucose est la molécule énergétique la plus utilisée par 1’organisme dans des
conditions physiologiques du fait de sa disponibilité immédiate. Le cerveau I’utilise
principalement comme source d’énergie en condition physiologique. Il est donc vital de
maintenir des taux circulants dans une gamme « acceptable » afin de ne pas mettre 1’intégrité
de ’organisme en péril. Ainsi, le glucose, en plus d’étre un substrat énergétique, joue le role
de molécule informative du statut énergétique de 1’organisme. La moindre variation du taux
de glucose circulant est détectée au niveau périphérique et central puis intégrée et enfin a
I’origine de réponses physiologiques adaptées. Lorsque 1’organisme se trouve en déficit
énergétique, la glycémie chute (<5 mM ou <80-85 mg/dl), on parle d’hypoglycémie. A
I’opposé, lors d’un surplus énergétique, la glycémie augmente, on parle d’hyperglycémie (>5
MM ou <95-100 mg/dl). Le contrdle de la glycémie est le fruit d’une régulation fine et
primordiale a 1’échelle de tout I’organisme : organes, tissus, cellules : on parle d’homéostasie

glucidique.

l.2. Conséquences physiologiques d’une hypoglycémie

En situation d’hypoglycémie (lors d’un jetne, d’un exercice physique, ou d’une
injection excessive d’insuline chez les patients diabétiques), la diminution de la concentration
de glucose est détectée par des senseurs périphériques et par le SNC. En retour, ces senseurs
modulent I’activit¢é du SNA (augmentation du tonus sympathique et diminution du tonus
parasympathique). Dans les années 1950 il a été montré que le glucose pouvait agir au niveau
du cerveau pour réguler I’homéostasie énergétique. Jean Mayer montra ainsi que la prise
alimentaire est initiée en réponse a une légere diminution de la glycémie. Il spécula alors que
des détecteurs de glucose étaient présents dans le cerveau (Mayer, 1953). Dix ans plus tard,
Oomura et coll. et Anand et coll. montrerent, indépendamment et pour la premiére fois, la
présence de neurones dont I’activité électrique est modulée par des variations de la
concentration en glucose (Anand et al., 1964; Oomura et al., 1969). Depuis, 1’utilisation de
modeles d’hypoglycémie (injection d’insuline en périphérie) ou de glucopénie (diminution de

I’entrée  et/ou de [Iutilisation de glucose par les cellules via 1’injection
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intracérébroventriculaire (icv) de 2-désoxyglucose (2-DG), un analogue non métabolisable du
glucose) a confirmé 1’idée qu’une hypoglycémie peut stimuler la prise alimentaire (Lanfray et
al., 2013; Pénicaud et al., 1986).

Parallélement a D’augmentation de la sensation de faim, la détection d’une
hypoglycémie par le SNC initie un ensemble de réponses neuroendocriniennes séquentielles
appelé réponses de la contre-régulation (CRR), qui permet un retour rapide de la glycémie a
sa valeur basale. Lorsque la glycémie chute, on observe une diminution de la sécrétion
d’insuline par les cellules B du pancréas et une augmentation de I’activité du SNA
sympathique et de la sécrétion de glucagon par les cellules o pancréatiques. L’ensemble de
ces réponses augmentent la production hépatique de glucose (glycogénolyse). De 1’adrénaline
et du cortisol sont ensuite sécrétés par les glandes surrénales qui stimulent la néoglucogénése
et limitent I’absorption du glucose par les tissus insulino-sensibles (muscles, foie, tissu
adipeux). Notons que le cortisol et 1’adrénaline agissent surtout en limitant le degré
d’hypoglycémie lorsque celle-ci se prolonge (Tesfaye and Seaquist, 2010). La sécrétion
d’adrénaline est régulée par le SNC contrairement aux sécrétions d’insuline et de glucagon
qui sont régulées en premier par les taux de glucose ambiants puis secondairement par le
SNC.

Toutes ces réponses ont pour conséquence de ré-augmenter progressivement la
glycémie jusqu’a atteindre une glycémie « normale » (voir pour revue (Cryer, 2008)) (Figure
3).
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Figure 3 : Conséquences de la détection centrale de I’hypoglycémie

La diminution de la concentration de glucose dans le sang est détectée par des senseurs de glucose périphériques
et centraux. La premiere réponse a 1’hypoglycémie implique I’inhibition de la sécrétion d’insuline. L’ activation
du SNA augmente les sécrétions de glucagon et d’adrénaline par le pancréas et les glandes médullosurrénales,
respectivement. L’ACTH stimule la libération de cortisol par les glandes corticosurrénales. L’augmentation de
glucagon, d’adrénaline et de cortisol et la diminution de la sécrétion d’insuline stimulent la production hépatique
de glucose et diminue la capture du glucose par le foie et le tissu adipeux. En parallele, le cerveau induit des
réponses comportementales pour déclencher la prise alimentaire. Toutes ces réponses permettent d’augmenter la
concentration de glucose dans le sang et de restaurer ’euglycémie. Modifié d’aprés (Fioramonti et al., 2011).

|.3. Conséquences physiologiques d’une hyperglycémie

En situation d’hyperglycémie par apports massifs d’énergie dans 1’organisme lors d’un
repas, par exemple, I’augmentation de la concentration de glucose est détectée en périphérie
par les cellules B pancréatiques qui produisent de I’insuline. Cette hormone augmente la
capture et I’utilisation du glucose dans les muscles et le tissu adipeux. Elle diminue la
production et augmente le stockage du glucose dans le foie. En paralléle, le SNC détecte aussi
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I’hyperglycémie et module I’activité du SNA (augmentation du tonus parasympathique et
diminution du tonus sympathique). Les effets physiologiques de la détection centrale de
I’hyperglycémie ont été beaucoup moins étudiés. 11 a ét¢ montré qu’une hyperglycémie
cérébrale induite par une injection icv de glucose entraine une inhibition de la prise
alimentaire (Cha et al., 2008; Lanfray et al., 2013). De plus, I’injection intracarotidienne de
glucose en direction du cerveau induit, en périphérie, une sécrétion rapide et transitoire
d’insuline chez le rat par I’intermédiaire d’une activation du nerf vague (Atef et al., 1995;
Carneiro et al., 2012). D’autres études ont montré que la modulation du SNA en réponse a une
hyperglycémie cérébrale inhibe la production de glucose hépatique (Lam et al., 2005) et

favorise les dépenses énergétiques en stimulant la thermogénese (Sakaguchi and Bray, 1987).

L’ensemble de ces réponses a pour conséquence de diminuer progressivement la

glycémie jusqu’a atteindre sa valeur « normale ».

l.4. Le tronc cérébral et 'hypothalamus

Parmi les structures cérébrales impliquées dans le controle de 1’homéostasie
glucidique, le tronc cérébral et I’hypothalamus jouent un réle fondamental (Figure 4A). lls
sont tous les deux capables d’intégrer des signaux provenant de la périphérie. Par le passé, le
tronc cérébral était seulement considéré comme une région de relai entre le SNC et le SNA.
De nombreuses efférences hypothalamiques se projettent vers le tronc cérébral qui les intégre
avant de moduler D’activit¢é des organes périphériques via le SNA (voir pour revue
(Schneeberger et al., 2014)). 1l recoit également des afférences viscérales en provenance du
foie et du tractus gastro-intestinal et transmet 1’information a 1’hypothalamus. On sait
maintenant que le tronc cérébral est aussi capable de détecter directement les signaux
métaboliques et hormonaux. En effet, il abrite des neurones spécifiques modifiant leur activité
électrique en réponse aux modifications de la concentration de glucose sanguin, qui
moduleraient la prise alimentaire et 1’activité du SNA (Andrew et al., 2007; Dallaporta et al.,
1999; Mimee and Ferguson, 2015).

Durant ce travail de these, nous nous sommes intéresses uniquement a la

détection hypothalamique du glucose.
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I.5.Le rble de I'hypothalamus dans le controle de I’homéostasie

glucidique

Nous allons énumérer ici les différents noyaux qui composent I’hypothalamus, leurs
roles respectifs dans le contréle de 1’homéostasie énergétique ainsi que les principaux

neuropeptides qui y sont synthétisés et libérés.

I.5.1. Les noyaux impliqués

L’hypothalamus est une structure cérébrale issue du diencephale, localisé autour du
3°me ventricule. 1l est délimité antérieurement par le chiasma optique, la commissure
antérieure qui relie les deux hémispheres cérébraux et la lame terminale (mur antérieur du
3™ ventricule), postérieurement par les corps mamillaires, et enfin dorsalement par le
thalamus. Il est constitué d’une quarantaine de noyaux, qui sont des regroupements
spécifiques de populations de neurones. Parmi les noyaux qui composent 1’hypothalamus,
I’aire latérale (LH), le noyau ventro-médian (VMN), le noyau dorso-médian (DMN), le noyau
paraventriculaire (PVN) et le noyau arqué (NA) sont les principales structures impliquées
dans le contréle nerveux du métabolisme et de la prise alimentaire (Figure 4A). Notons que
I’hypothalamus médio-basal (MBH) comprend I’association du VMN et du NA.

L’implication de I’hypothalamus dans le contrdle de I’homéostasie énergétique a été
initialement mise en évidence, a partir des années 1940, par des expériences de Iésion et de
stimulations électriques. Une lésion bilatérale du MBH induit une hyperphagie qui conduit au
développement d’une obésité. En revanche, la Iésion du LH provoque I’effet inverse, a savoir
une diminution de la prise alimentaire alors que la stimulation de cette aire cérébrale entraine
le développement d’une obésité. Ces travaux ont amené les scientifiques a définir le MBH
comme «centre de la satiété » et le LH comme «centre de la faim » (voir pour revue
(Elmquist et al., 1999)). En plus d’un rdle dans la régulation de la prise alimentaire, des
expériences plus fines de stimulation souvent associées a des expériences de tracage
(anterograde ou rétrograde) ont permis de montrer que les noyaux hypothalamiques sont aussi

capables de moduler I’activité du SNA en projetant vers le tronc cérébral.

Dans la partie périventriculaire, on trouve des noyaux impliqués dans la détection des

signaux circulants en provenance du sang ou du liquide céphalorachidien (LCR), notamment

24



le NA, le VMN et le PVN. Dans la partie médiane, le DMN recoit de nombreuses afférences
sensorielles et forment de multiples connexions avec d’autres régions de 1’hypothalamus, tout
comme le VMN. A ceux-1a, s’ajoute le LH qui est constitué¢ d’un ensemble plus diffus de
neurones qui ne forme pas un véritable noyau (Figure 4B). Les noyaux hypothalamiques sont
interconnectés entre eux. Le PVN recoit des afférences du NA, du VMN, du DMN et du LH.
Le VMN se projette sur le NA, le PVN et le LH. Le NA projette sur le DMN, le PVN et le
LH. Le DMN recoit des afférences du NA, du VMN et du LH. Les neurones du LH se
projettent vers de nombreuses aires intra- et extra-hypothalamiques, et constituent une

interface entre I’hypothalamus et les régions limbiques et corticales (Berthoud, 2002).
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Figure 4 : Schéma d’un cerveau de rongeur montrant les principales régions
hypothalamiques impliquées dans la régulation de I’homéostasie glucidique

A) L’insert du haut représente une coupe longitudinale du cerveau. Les deux traits verticaux localisent le niveau
des deux coupes frontales représentées en dessous. Abréviations : CC (corps calleux), CCX (cortex cérébral), FX
(fornix), PVN (noyau paraventriculaire), DMN (noyau dorsomédian), LH (hypothalamus latéral), PVN (noyau
paraventriculaire) VMN (noyau ventromédian), 3V (3™ ventricule), NA (noyau arqué), EM (éminence
médiane), OC (chiasma optique).

B) Vue des principaux noyaux hypothalamiques de rat du c6té droit. En position ventrale, on distingue le NA a
proximité de I’éminence médiane et le VMN. Le NA et le VMN définisse 1’hypothalamus médio-basal (MBH).
En bordure du 3éme ventricule (3V), se situe le noyau para-ventriculaire (P\VVN) dans la partie antérieure dorsale,
et le noyau dorso-médian (DMN) plus postérieur. L’hypothalamus latéral (LH) est délimité par des pointillés sur
le c6té latéral de I’hypothalamus. Modifié d’aprés (Berthoud, 2002).
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1.5.2. L'importance du MBH

Le MBH joue un role majeur dans la détection de ’hypo- et de 1’hyperglycémie et

dans I’initiation des réponses neuroendocrines appropriées.

Plusieurs études attribuent un role important au MBH dans la détection de
I’hypoglycémie et I’initiation de la CRR. En effet, une lésion chimique du VMN diminue
fortement la sécrétion d’adrénaline, de noradrénaline et de glucagon en réponse a
I’hypoglycémie (Borg et al., 1994). Une glucopénie induite par I’infusion de 2-DG dans le
VMN aboutie & une élévation rapide de la glycémie et la sécrétion de glucagon et d’adrénaline
(Borg et al., 1995). En revanche, la perfusion de glucose dans le VMN lors d’une
hypoglycémie réduit de 85% la libération d’adrénaline, de noradrénaline et de glucagon (Borg
et al., 1997). Ces résultats suggeérent que le MBH joue un réle dans 2 aspects de la CRR:

I’activation adréno-médullaire et la sécrétion de glucagon.

Le MBH est aussi impliqué dans la détection de 1’hyperglycémie. L’injection de
glucose spécifiguement dans le MBH engendre une diminution de la prise alimentaire
(Carneiro et al., 2012). L’injection intracarotidienne de glucose en direction du cerveau,
connue pour activer certains neurones du NA, déclenche une sécrétion d’insuline via
I’activation du nerf vague (Leloup et al., 2006). Enfin, I’infusion de glucose dans le MBH
conduit a une augmentation de 1’activité des fibres nerveuses sympathiques innervant le tissu

adipeux brun et aboutirait a I’augmentation de la thermogénese (Sakaguchi and Bray, 1987).

Il est important de souligner que le rdle respectif du NA et du VMN dans la détection
du glucose est encore mal compris. In vivo, les études sur le MBH manquent de spécificité
entre le VMN et le NA. Il est admis que VMN joue un rdle essentiel dans I’initiation de la
CRR alors que le NA serait plus particulierement impliqué dans le contrble de la prise
alimentaire (Fioramonti et al., 2011). Les fibres nerveuses du VMN se projettent sur le tronc
cérébral d’ou partent les efférences du SNA. Ces projections sont en accord avec un role du
VMN dans les réponses de CRR. En revanche, le VMN ne semble pas impliqué dans la
diminution de la prise alimentaire en réponse a I’hypoglycémie. Aucune relation entre la
diminution de la concentration de glucose dans le VMN et le déclenchement de la prise
alimentaire n’a été observée (Dunn-Meynell et al., 2009). De plus, la souris génétiquement
invalidée pour le récepteur au glutamate dans les neurones SF-1 (steroidogenic factor-1) qui
constituent la principale population neuronale du VMN, présente un défaut de la CRR sans

modification de la prise alimentaire en réponse a I’hypoglycémie (Tong et al., 2007). Le NA
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controlerait plutdt la prise alimentaire et la dépense énergétique. De part sa localisation, le NA
est considéré comme le premier site de détection hypothalamique des nutriments et des
hormones. Le NA est en bordure du 3™ ventricule et de I’éminence médiane (EM) ou
certains capillaires sanguins sont fenestrés (Ciofi, 2011; Mullier et al., 2010), « altérant »
physiologiquement la barriere hémato-encéphalique (BHE) (Figure 5). Ainsi, les échanges de
molécules entre la périphérie et le SNC seraient favorisés au niveau du NA et les variations de
concentrations des signaux circulants dans le LCR et le sang serait directement détectées par

les neurones du NA proportionnellement a leur taux circulant (Schaeffer et al., 2013).

Figure 5 : Localisation privilégiée du NA dans la
détection des signaux périphériques

Le NA (ARC) borde le 3¢me ventricule et I’éminence médiane (ME).
Au niveau du NA ventromédian (vm) et de 1’éminence médiane,
certains capillaires sanguins sont fenestrés comme le montre le
marquage MECA32 (vert) spécifique d’endothélium perméable.
Marquage nucléaire Hoechst (bleu), bar d’échelle :100pum. D’apres
(Ciofi, 2011).

Pour résumer, le MBH, de par sa localisation et ses connexions nerveuses, est une
zone privilégiée dans le controle de I’homéostasie glucidique. Au sein de cette structure, les
travaux de recherche de ces derniéres années ont permis de mettre en évidence I’existence de
populations neuronales impliquées dans divers processus de controle de 1’homéostasie
énergétique (contrdle de la prise alimentaire, des dépenses énergétiques et régulation de la

glycémie) qui constitue le systeme a mélanocortine.

1.5.3. Les neuromodulateurs impliqués
.5.3.1. Le sytéme a mélanocortine

Le parametre « prise alimentaire » a le plus souvent été utilisé pour déterminer si un
neurotransmetteur était capable ou non de réguler le métabolisme energétique. Les
neuropeptides sont ainsi généralement séparés en deux classes en fonction de leur effet sur la
prise alimentaire. lls sont dits orexigénes ou anorexigenes selon si respectivement ils

stimulent ou inhibent la prise alimentaire.
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Le syteme a mélanocortine est un senseur métabolique important dans le controle de
I’homéostasie énergétique. Dans ce contexte, ses actions principales résident dans le contrdle
de la prise alimentaire et des dépenses énergetiques via les récepteurs a la mélanocortine
(MCR). L’avancée des nouvelles technologies, (I’optogénétique, DREADD, expression du
récepteur a la toxine diphtérique) permettant désormais d’activer ou d’inhiber spécifiquement
une population de neurones d’intérét, nous donne une meilleure compréhension des roles
physiologiques du systéme a mélanocortine. Il comporte (Figure 6) :

-un ensemble de neurones du NA incluant les neurones exprimant la pro-
opiomélanocortine, dont certains co-expriment le neuropeptide cocaine and amphetamine-
related transcript (POMC/CART) ainsi que des neurones exprimant le neuropeptide Y
hypothalamique et I’agouti gene-related protein (NPY/AgRP). Ces neurones sont sensibles
aux hormones et nutriments, on les qualifie de neurones de premier ordre (voir pour revue
(Morton et al., 2014)). L’expression des neuropeptides POMC et NPY est retrouvée dans
d’autres aires cérébrales (comme 1’amygdale ou le tronc cérébral), mais la colocalisation
POMC/CART et NPY/AgRP est spécifique du NA.

- des cibles neuronales (des neurones POMC/CART et NPY/AgRP) effectrices
exprimant les récepteurs a mélanocortine MC3-R ou MC4-R. Ces neurones sont qualifiés de
neurones de second ordre. Dans 1’hypothalamus, on retrouve une forte expression de MC3-R

et MC4-R au niveau du PVN.

Les neurones POMC/CART :

Le gene codant la POMC produit deux différents peptides : la mélanocortine et la B-
endorphine. La mélanocortine peut étre clivée en sous-peptides incluant
I’adrénocorticotropine, 1’a-, la B- et la y-melanocyte-stimulating hormone (MSH). Dans
I’hypothalamus 1’a-MSH active les récepteurs MC3-R et MC4-R pour diminuer la prise
alimentaire. Les souris mutées pour MC4-R et/ou MC3-R sont hyperphagiques, obéses et
hyperglycéemiques (Atalayer et al., 2010; Huszar et al., 1997). L’antagoniste naturel de
MC4-R et MC3-R est I’AgRP. Il bloque la voie de signalisation de I’a-MSH (Lu et al., 1994).

Des injections icv d’a-MSH ont montré son pouvoir anorexigéne (Edwards et al.,
2000). Les souris dont I’expression du géne pomc est spécifiquement inhibée dans
I’hypothalamus via la technologie Cre-Lox (Xu et al., 2005) développent une obésité sévere.
De plus, chez I’homme, des mutations du géne pomc ont été détectées et provoquent une
obesité importante (Krude et al., 1998). Plus récemment, il a été montré que 1’activation aigiie
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(pendant 2h) spécifiquement des neurones POMC du NA (par optogénétique et DREADD)

n’inhibe pas la prise alimentaire (Aponte et al., 2011; Zhan et al., 2013). En revanche, leur
activation chronique inhibe la prise alimentaire et diminue le poids corporel des animaux
(Aponte et al., 2011; Zhan et al., 2013). A I’inverse, 1’ablation des neurones a POMC du NA,
via I’expression du récepteur a la toxine diphtérique, aboutit a une obésité (augmentation de la
masse grasse et diminution de la masse maigre), une hyperphagie, une intolérance au glucose
et la diminution de la dépense énergétique et de 1’activité locomotrice (Zhan et al., 2013). Une
partie des neurones a POMC exprime aussi CART, toutefois le role de ce dernier dans la
régulation de la prise alimentaire n’est pas clairement établi : une injection icv de CART
inhibe la prise alimentaire (Kristensen et al., 1998) tandis qu’une injection dans le MBH chez
le rat a jeun augmente la prise alimentaire (Abbott et al., 2001).

Les neurones NPY/AQRP :

L’injection icv d’AgRP provoque une hyperphagie prolongée et la prise de poids
(Rossi et al., 1998). Chez la souris, I’ablation spécifique des neurones AgRP du NA a I’age
adulte, par expression du récepteur a la toxine diphtérique, induit 1’anorexie alors que leur
ablation progressive ou en néonatal n’induit pas d’anomalies majeures de I’homéostasie
énergétique chez la souris mais juste une légére perte de poids (Luquet et al., 2005). Ceci
suggeére la mise en place de systémes compensatoires pouvant corriger 1’absence d’un ou
plusieurs neuropeptides orexigeénes. A I’inverse, 1’activation aigue des neurones a AgRP par
optogénétique ou DREADD est suffisante pour déclencher la prise alimentaire, réduire la
dépense énergétique et augmenter le stockage énergétique dans le tissu adipeux (Aponte et al.,
2011; Krashes et al., 2011). Trés récemment, 1’équipe de Horvath a ¢légamment montré par
optogénétique que I’activation aigiie des neurones AgRP déclenche des réponses
comportementales stéréotypées et compulsives se traduisant par la recherche de nourriture,
I’augmentation de 1’activité locomotrice et la diminution de I’anxiété (Dietrich et al., 2015).
Les neurones AgRP du NA co-exprime le NPY. L’injection de NPY dans le PVN ou le 3°™
ventricule, chez les rats, augmente la prise alimentaire tout en inhibant les dépenses
énergétiques et en facilitant le stockage d’énergie dans le tissu adipeux (Stanley and
Leibowitz, 1984). Lorsqu’il est infusé chroniquement dans le 3éme ventricule, il déclenche un
syndrome d’obésité (Billington et al., 1991). Le NPY agit via sa fixation sur des récepteurs Y
(Lin et al., 2004). Une étude récente suggere que les effets de NPY sur la prise alimentaire
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seraient relayés a la fois par les récepteurs Y1 et Y5 (Nguyen et al., 2012). Notons que le

NPY est largement exprimé dans le cerveau.

Enfin, les neurones a NPY/AgRP produisent également le neurotransmetteur inhibiteur
GABA. La libération de GABA suite a D’activation spécifique des neurones AgRP
(DREAAD) est suffisante pour déclencher rapidement la prise alimentaire (Krashes et al.,
2013). Lorsque la libération synaptigue du GABA par les neurones a NPY/AgRP est
empéchée, les dépenses énergetiques des souris sont augmentées, elles deviennent minces et
résistantes a 1’obésité (Tong et al., 2008). Ceci suggére que le GABA libéré par ces neurones

est également trés important dans le contrdle de I’homéostasie énergétique.

Interconnexions des neurones NPY/AgRP et POMC/CART :

Les neurones a POMC sont en contact avec les neurones a NPY/AgRP. Les neurones
NPY/AGRP inhibent directement les neurones a POMC par I’intermédiaire du GABA
(Atasoy et al., 2012; Cowley et al., 2001) (Figure 6). De plus, la présence de MC3-R sur les
neurones a POMC suggere que les neurones a AgRP peuvent inhiber les neurones a POMC
par cette voie de signalisation (Bagnol et al., 1999). Enfin, les neurones a NPY/AgRP et a
POMC/CART pourraient étre la cible de leur propre neuropeptide puisqu’ils expriment leurs

récepteurs MC3-R, MC4-R, Y1 et Y2 (Broberger et al., 1997; Mounien et al., 2005).
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Figure 6 : Controle de I’homéostasie énergétique par les neurones AGQRP/NPY et POMC

Les neurones NPY/AgRP et POMC du noyau arqué forment un réseau coordonné, notamment grace aux
projections inhibitrices des NPY/AgRP sur les POMC. Ces deux populations neurones modulent la balance
énergétique, en fonction des signaux périphériques circulants, via leur action sur les neurones de second ordre.
L’a-MSH agit sur les récepteurs MC3R et MC4R pour diminuer la prise alimentaire et augmenter les dépenses
énergétiques. L’AgRP est un antagonistes des récepteurs MC3R et MC4R et inhibent les neurones POMC via la
libération de GABA, il exerce donc des effets opposés. D’aprés (Sanchez-Lasheras et al., 2010).

.56.3.2. Le GABA et le glutamate

Connaissant les roles clefs joués par les neurones a NPY/AgRP et a POMC/CART il
apparait fondamental de comprendre comment leur activité est régulée. Jusqu'a maintenant, la
plupart des efforts s’étaient focalisés sur la régulation directe des neurones & NPY/AQRP et a
POMC/CART par les signaux périphériques au détriment du réle des projections synaptiques
sur ces neurones. Cela parait surprenant sachant que les neurones a NPY/AgRP et a
POMC/CART recoivent un grand nombre d’afférences sSynaptiques excitatrices
glutamatergiques ou inhibitrices GABAergiques (Pinto et al., 2004). Le GABA et le
glutamate sont les principaux neurotransmetteurs inhibiteurs et excitateurs du SNC,

respectivement.

Vong & Lowell ont montré I’existence d’une population neuronale GABAergiques,
autres que les neurones a AgRP qui se projette sur les neurones a POMC (Vong et al., 2011).
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Les neurones a POMC recoivent également des afférences glutamatergiques provenant du
VMN (Sternson et al., 2005). Aprés un jeline le nombre d’afférences glutamatergiques sur les
neurones a POMC du NA diminue, suggérant un rble anorexigene des neurones
glutamatergiques du VMN. A I’inverse, la fréquence des courants excitateurs présynaptiques
sur les neurones a AgRP de souris mises a jeun augmente comparée a celle des souris nourries
(Liu et al., 2012; Yang et al., 2011). La nature des neurones présynaptiques glutamatergiques

se projetant sur les neurones & AgRP n’a pas été identifiée.

Ces travaux novateurs montrent que les neurones a POMC/CART et a AgRP/NPY,
caractérisés jusqu’alors comme étant des neurones dits de premier ordre au vu de la détection
directe des signaux périphériques (nutriments, hormones), ne sont pas forcément les premiers
senseurs cellulaires dans le MBH. Ces expériences ont mis en évidence la présence
d’interneurones glutamatergiques et GABAergiques qui se placent en amont des neurones a
POMC/CART et a AGQRP/NPY.
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La détection du glucose dans le contrble de I’homéostasie

glucidique

Avant de détailler plus précisément la détection hypothalamique du glucose, ses
mécanismes et son implication physiologique, les «détecteurs» périphériques de 1’organisme

seront décrits.

I.1. Détection périphérique du glucose

I.1.1. Le pancréas endocrine

Le pancréas contient 2 types de détecteurs du glucose : la cellule B et la cellule a.

I1.1.1.1. Lacellule B

La cellule B est le senseur de glucose de référence, les mécanismes moléculaires de

détection du glucose sont tres documentés depuis longtemps.

La cellule B détecte I’hyperglycémie. En réponse a I’augmentation de la glycémie, le
glucose entre dans la cellules via le transporteur de glucose GLUT2 (Thorens, 2015). Chez le
rongeur, GLUT2 posséde un Km élevé (18-20mM) permettant de transporter le glucose dans
la cellule de fagon proportionnelle a I’augmentation de la glycémie. Dans la cellule, le glucose
est phosphorylé en glucose-6-phosphate (G6P) par une hexokinase, la glucokinase (GK).
Ainsi phosphorylé, le glucose suit la voie de la glycolyse puis le cycle de Krebs dans la
mitochondrie. Ceci induit 1’¢lévation du ratio d’ATP/ADP cytosolique puis la fermeture des
canaux potassiques Kate. La membrane se dépolarise conduisant a 1’ouverture de canaux
calciques voltages dépendants. L’augmentation de la concentration intracellulaire de calcium
([Ca»]i) déclenche I’exocytose des granules d’insuline. Il s’agit du mécanisme principal de
libération d’insuline. La cellule B est aussi influencée par la SNA qui I'innerve. Le SN
parasympathique déclenche la sécrétion d’insuline par 1’intermédiaire de 1’acétylcholine qui
agit sur le récepteur muscarinique de type 3. A I’inverse, le SN sympathique inhibe la
sécrétion d’insuline via la noradrénaline qui se fixe sur le récepteur adrénergique 32 (Thorens,

2011) (Figure 7).
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Figure 7 : Sécrétion de I’insuline par les cellules B du pancréas

La cellule B détecte indirectement (1) via le SNA ou directement (2) les variations de la concentration
extracellulaire de glucose. L’activation du SNA parasympathique (hyperglycémie) active la sécrétion d’insuline,
alors que I’activation du SNA sympathique (hypoglycémie) inhibe sa sécrétion. Lors de I’hyperglycémie,
I’entrée de glucose dans la cellule B pancréatique entraine une augmentation du taux d’ATP intracellulaire. Ceci
provoque la fermeture des canaux Karp-dépendants. La conséquence est I’accumulation d’ions K* dans la
cellule, ce qui entraine I’ouverture de canaux calciques voltage dépendants et I’entrée massive d’ions Ca?* dans
la cellule. Cette entrée de Ca?* est a ’origine de 1’exocytose des vésicules contenant I’insuline.

Des travaux récents évoquent un réle crucial de la mitochondrie dans la détection du
glucose de la cellule B. En présence de glucose, cet organite produit des dérivés oxygénés que
I’on nomme MEAOs (Espéces actives de I’Oxygéne d’origine mitochondriale) qui sont
capables de réagir avec les molécules environnantes. Le traitement d’ilots pancréatiques isolés
par des antioxydants supprime la production d’EAOs en réponse a une stimulation au glucose,
et inhibe I’exocytose de vésicules d’insuline (Pi et al., 2009, 2010). Ces dérivés sont un signal

obligatoire pour la sécrétion d’insuline induite par le glucose (Leloup et al., 2009).
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I.1.1.2. La cellule «

La cellule o libére du glucagon en réponse a la diminution de la concentration de
glucose dans le sang, elle détecte donc 1’hypoglycémie. La détection directe de la diminution
de la concentration de glucose par la cellule oo semble avoir une faible importance, seule, dans
la sécrétion de glucagon. En effet, une 1ésion du VMN diminue d’environ 80% la sécrétion de
glucagon en réponse a I’hypoglycémie sévére (Borg et al.,, 1994). Deux principaux
mécanismes ont été proposés pour expliquer comment la cellule a répond a 1’hypoglycémie.
Le premier implique une régulation paracrine/endocrine par les cellules avoisinant les
cellules a. Par exemple, I’insuline est un inhibiteur puissant de I’activité de la cellule a,
probablement par une voie de signalisation impliquant 1’activation des canaux Katp. Le
second mécanisme permettant la sécrétion de glucagon en réponse a I’hypoglycémie implique
I’innervation de la cellule a par le SNA. L’activation du SN sympathique (ou
parasympathique) stimule la sécrétion de glucagon par I’intermédiaire de la noradrénaline et
I’acétylcholine, respectivement (Gromada et al., 2007). L’activité du SNA est elle-méme

modulée par le MBH.

I.1.2. La veine hépatoportale

Aprés un repas, les nutriments sont absorbés par 1’intestin, collectés et transportés par
les capillaires mésentériques jusqu’a la veine hépato-portale avant d’atteindre le foie et la
circulation sanguine. La veine hépato-portale est un site de détection de 1’hypoglycémie et de
I’hyperglycémie. Elle est en relation directe avec les fibres afférentes du nerf vague,
modulant I’activité électrique des neurones du tronc cérébral qui modulent ensuite celle du
LH (Delaere et al., 2010). Burcelin et collaborateurs ont montré que 1’activité électrique de
ces fibres nerveuses est inversement proportionnelle a la concentration en glucose dans la
lumiére de la veine porte (Burcelin, 2003). La détection d’une hyperglycémie hépato-portale
controle de multiples fonctions physiologiques. Elle intervient dans la modulation du
métabolisme glucidique en stimulant 1’utilisation du glucose par les muscles, le tissu adipeux
brun et le ceeur et en favorisant le stockage du glucose au niveau hépatique (Adkins et al.,
1987; Burcelin et al., 2000a, 2003), en stimulant la 1% phase de sécrétion d’insuline (Fukaya
et al., 2007) et en améliorant la tolérance orale du glucose (lonut et al., 2014). Elle induit
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également une diminution de la prise alimentaire (Mithieux et al., 2005). L’ensemble de ces

réponses permet le retour de la glycémie a son niveau basal.

La veine hépato-portale détecte aussi 1’hypoglycémie. En effet, Donovan et
collaborateurs ont montré, dans une séries de travaux, que les détecteurs de glucose de la
veine hépato-portale sont important dans I’initiation de la CRR (Fujita and Donovan, 2005;
Fujita et al., 2007; Hevener et al., 2000; Saberi et al., 2008).

Bien que les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la détection du
glucose ne soient pas clairement identifiés, GLUT2 semble jouer un réle essentiel (Burcelin
et al., 2000b). Plus récemment, des études suggeérent que le co-transporteur de glucose couplé

au sodium SGLT3 serait également impliqué (Delaere et al., 2013; Freeman et al., 2006).

I.1.3. Les corps carotidiens

En aval de la séparation des carotides interne et externe, il existe une structure appelée
corps carotidiens capables de deétecter 1’hypoglycémie. Les cellules «Glomus» qui les
constituent, sont en relation avec les fibres nerveuses afférentes du nerf vague. Les corps
carotidiens joueraient un rdle important dans I’activation de la CRR. En effet, leur ablation
chez le chien altére la libération de glucagon et de cortisol en réponse a I’hypoglycémie
induite par I’insuline (Koyama et al., 2000). La diminution de la concentration de glucose
induit la libération de neurotransmetteurs par les glomus (comme I’ATP et les
catécholamines) qui font synapse avec les fibres nerveuses afférentes en connexion avec le
tronc cérébral (Zhang et al., 2007).

Les mécanismes de détection du glucose par les corps carotidiens ne sont que
partiellement connus. Néanmoins, la fermeture des canaux K* et I’ouverture de canaux a
conductance cationique de nature inconnu jouent un role important (Garcia-Fernandez et al.,
2007; Pardal and Lépez-Barneo, 2002). GLUT2 et la GK ne sont pas exprimées dans les
cellules de glomus. Néanmoins, le métabolisme du glucose semblent nécessaire a sa détection
puisque I’application de glucose non métabolisable n’induit pas la sécrétion de

catécholamines par ces cellules (Garcia-Fernandez et al., 2007).
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Le tableau ci-dessous récapitule les différents détecteurs périphériques du glucose, les

acteurs moléculaires mis en jeu et les réles physiologiques connus (Tableau 1).

Tableau 1 : Les détecteurs de glucose périphériques

Résumé des variations de concentration en glucose ( A [glc]) détectées, des effets physiologiques et des acteurs
moléculaires mis en jeu dans les différents « glucose-sensors » périphériques de 1’organisme.

Glucose- Alglc] détectée Effets physiologiques Ac.teurs: moléculaires
sensors mis en jeu
- s ) . GLUT2, GK, canaux Karp,
Cellule B A (hyperglycémie) | A sécrétion d’insuline EAOSs, SNA
. . canaux Katp et SNA
lul N (h lycé Asécré I
Cellule a (hypoglycémie) sécrétion de glucagon (détection indirecte)
N\ (hypoglycémie) | activation de la CRR
Veine

hépatoportale

A (hyperglycémie)

Inhibition prise alimentaire, ™ production
hépatique glucose, 7 utilisation glucose
périphérique

GLUT2, SGLT3

Corps
carotidiens

N\ (hypoglycémie)

activation de la CRR

canaux K* et canal a
conductance cationique

Il existe donc en périphérie de nombreux détecteurs de glucose capables de déclencher des

réponses neuroendocrines pour maintenir 1’homéostasie glucidique. Les cellules gluco-

sensibles sont aussi présentes dans le SNC, en particulier dans I’hypothalamus. Avant de les

décrire en détails, nous allons voir comment le glucose pénétre dans le cerveau et comment

varie sa concentration dans le parenchyme nerveux.

11.2.

La détection hypothalamique du glucose

Il est important de préciser que le SNC est hétérogéne sur le plan structural et

fonctionnel. Il est compose par 2 grands types cellulaires, les cellules neuronales et les

cellules gliales. Les neurones constituent les cellules spécialisées dans la génération et la

transmission de I’information sous forme de signaux électriques. Les cellules gliales
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représentent 1’ensemble des cellules interstitielles assurant diverses fonctions de soutien et
métaboliques pour les neurones. La glie est communément divisée en deux classes, la
microglie (cellules immunitaires de type phagocytes) et la macroglie. La macroglie est
composée de deux types cellulaires majeurs, les astrocytes/tanycytes qui sont les cellules les
plus représentées dans le tissu nerveux et les oligodendrocytes. Les premiéres sont impliquées
dans D’apport de certains éléments nutritifs pour les neurones, 1’équilibre du milieu
extracellulaire, la modulation de la neurotransmission et la régénération tissulaire suite a des

Iésions. Les oligodendrocytes, eux, assurent la myélinisation des axones.

I.2.1. Concentration de glucose dans le cerveau

La concentration extracellulaire de glucose dans le parenchyme nerveux reste sujette a
controverse dans la littérature. Néanmoins, il est stir qu’elle est plus faible que la glycémie.
Selon les techniques utilisees, en conditions euglycémiques, la concentration extracellulaire
en glucose varierait entre 0,3 et 3,3 mM. Notons que certaines études ont été réalisées dans
des structures cérébrales profondes sans étudier 1’effet dynamique d’une hypo/hyperglycémie
sur la concentration cérébrale (McNay et al., 2001; Netchiporouk et al., 1996). Silver et
Erecinska ont été les premiers a mesurer des variations de la concentration extracellulaire de
glucose, en faisant varier la glycémie périphérique. Ils montrent, chez le rat anesthésié, qu’une
glycémie basale de 7,6 mM correspond a une concentration cérébrale seulement de 2,4 mM.
Lorsque la glycémie est abaissée vers 2-3 mM ou augmenté vers 15-17mM, la concentration
cérébrale diminue vers 0,5mM ou se situe autour de 4,5 mM, respectivement (Silver and
Erecinska, 1994). Ainsi, en conditions basales, la concentration de glucose dans le cerveau
représenterait seulement 30% de la glycémie. En revanche, de Vries et collaborateurs
montrent que la concentration de glucose dans le MBH approche 1,5 mM chez le rat nourris et
non anesthésié quand la glycémie périphérique est de 7,7 mM, représentant alors 20 % de la

glycémie périphérique (de Vries et al., 2003) (Figure 8).

Le NA, ou certaines capillaires sanguins tres ventraux sont fenestrés, se situe juste au-
dessus de 1I’éminence médiane, richement vascularisée (Ciofi, 2011; Langlet et al., 2013).
Dunn-Meynell et collaborateurs ne montrent pas de différence de concentration de glucose
dans le NA global et le reste du MBH (Dunn-Meynell et al., 2009). Néanmoins, on peut
envisager que la concentration en glucose autour des capillaires fenétrés serait beaucoup plus

proche de la glycémie. La technologie actuelle ne permet néanmoins pas de mesurer la
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concentration de glucose dans des microenvironnements, cette question reste donc toujours en
suspend. De facon intéressante, bien que la concentration de glucose dans le NA et le VMN
soit la méme chez 1’animal nourri, les taux de glucose sont trois fois plus important dans le
NA par rapport au VMN chez 1’animal a jeun (Langlet et al., 2013). Ces résultats suggérent

que le glucose accederait de fagon privilégiée aux cellules du NA.

brale de glucose (mM)

-

Concentration extracellulaire
céré

ypoglycémie « meal to meal » hyperglycémie

T T T T 2l T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Concentration plasmatique de glucose (mMm)

Figure 8 : Représentation schématique de la concentration extracellulaire cérébrale en
glucose en fonction de la glycémie plasmatique

Adaptée a partir de la revue du Dr Routh (Routh, 2002).

Lorsqu’on veut étudier in vitro les neurones sensibles au glucose, la question
fondamentale est de savoir quelle(s) variation(s) faut-il utiliser pour reproduire « au mieux »
les concentrations physiologiques présentes dans le tissu nerveux. D’aprés les données ci-
dessus, une condition euglycémique serait mimeée par 1’incubation des cellules ou des tranches
de cerveau dans une solution saline contenant = 2-2,5 mM de glucose. Nous avons augmenté
la concentration de 2,5 mM a 10 mM dans notre étude pour caractériser les neurones sensibles

au glucose du MBH.
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I.2.2. Les transporteurs de glucose dans le cerveau

Comme évoqué précédemment, le cerveau est isolé et protégé de la circulation
sanguine par la BHE. Les cellules endothéliales formant les vaisseaux et capillaires cérébraux
sont liées entre elles par des jonctions serrées assurant une perméabilité sélective. Le glucose
¢tant une molécule hydrosoluble, il n’entre pas librement dans les cellules du cerveau. Son
passage du compartiment sanguin au parenchyme nerveux est assuré par des protéines
specifiques, les transporteurs de glucose (GLUTS). Les GLUTS permettent aussi I’entrée du
glucose dans les différentes populations cellulaires du SNC. Ils assurent une diffusion facilitée
suivant le gradient de concentration (Figure 9). Chez I’homme, 14 membres ont été
identifiés (GLUTL a 14) (voir pour revue (Mueckler and Thorens, 2013))

Le transport du glucose en direction du cerveau est constamment accompli par le
transporteur GLUTL. Il est exprimé par les cellules endothéliales de la BHE et les cellules
gliales, dont les tanycytes de 1’éminence médiane et les astrocytes hypothalamiques (Chari et
al., 2011; Peruzzo et al., 2000). Au niveau de la BHE, GLUT1 est exprimé sur la face
luminale et apicale des cellules endothéliales ce qui permet une diffusion selon le gradient de
concentration (Figure 9). De plus, sa distribution asymétrique chez le rongeur, avec 3 a 4 fois
plus de transporteurs sur la face apicale permettrait d’éviter une accumulation de glucose dans
les cellules endothéliales et de favoriser un transport vers le cerveau (Farrell and Pardridge,
1991).

GLUT2 se distingue des autres isoformes par sa faible affinité pour le glucose. I
transporte le glucose proportionnellement a sa concentration circulante et n’est pas saturé
lorsque la glycémie augmente. Notre groupe a pu mettre en évidence la présence de ce
transporteur principalement dans les astrocytes et son implication dans la régulation nerveuse
du métabolisme et de la PA (Arluison et al., 2004a; Leloup et al., 1994). On le retrouve aussi
dans certains neurones et tanycytes du MBH (Kang et al., 2004; Orellana et al., 2012).

GLUT3 est le principal transporteur de glucose neuronal. Avec un Km autour de 1-3
mM, GLUT3 est saturé a la plupart des taux de glucose cérébraux permettant un
approvisionnement relativement constant en glucose aux neurones en conditions

physiologiques (Simpson et al., 2008).
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I1.2.3. Les cellules hypothalamiques sensibles au glucose
I1.2.3.1. Les neurones gluco-sensibles

Depuis la découverte de I’existence de neurones gluco-sensibles (GS) dans
I’hypothalamus (ANAND et al., 1964; Oomura et al., 1969), de nombreuses équipes se
focalisent sur leur caractérisation. Les neurones GS utilisent le glucose, non seulement
comme un substrat énergétique, mais aussi comme une molécule de signalisation. Ainsi, un
neurone GS est un neurone qui posséde la capacité de moduler son activité électrique en

réponse a des variations de la concentration extracellulaire de glucose.

Les neurones GS peuvent étre classés en 2 groupes selon leur réponse aux variations
de la concentration extracellulaire de glucose: 1) les neurones gluco-excités (GE) dont
’activité €lectrique est proportionnelle et 2) les neurones gluco-inhibés (GI) dont I’activité est

inversement proportionnelle a I’augmentation de la concentration de glucose (Figure 10).
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Figure 10 : Les neurones gluco-sensibles

[llustrations de neurones « gluco-excités » et « gluco-inhibés » lors d’une augmentation de la concentration en
glucose (+) ou d’une diminution de la concentration en glucose (-). Une excitation se traduit par une
dépolarisation (augmentation du potentiel de membrane, Vm) accompagnée d’une augmentation de la fréquence
des potentiels d’action. Une inhibition se traduit par une hyperpolarisation (diminution du potentiel de
membrane, Vm) accompagnée d’une diminution de la fréquence des potentiels d’action.

Les neurones GS ont été localisés dans I’hypothalamus (Burdakov et al., 2005a;
Oomura et al., 1969; Song et al., 2001, 2014; Stanley et al., 2013), I’lamygdale (Zhou et al.,
2010), Pappareil subfornical (Medeiros et al., 2012), le tronc cérébral (Adachi et al., 1995;
Dallaporta et al., 1999; Garfield et al., 2014; Murai et al., 1997; Riediger, 2012) et le bulbe
olfactif (Tucker et al., 2013) (Figure 11).
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Figure 11 : Schéma de la localisation des neurones GS dans le SNC

Les neurones GS (GE/GI) ont été identifiés dans des structures du tronc cérébral (vert) : dans le complexe dorsal
vagal qui comprend I’area postrema (AP), le noyau du tractus solitaire (NTS) et le noyau moteur dorsal du nerf
vague (DMNX) ; la médulla basolatérale (BLM) qui inclue la médulla ventrolatérale rostrale (RVLM) et le raphé
pallidus (RP); le locus coeruleus (LC) et le noyau parabrachial (PBN). Dans I’hypothalamus (orange), les
neurones GS sont présents dans le noyau arqué (ARC), le noyau ventromédian (VMN), 1’hypothalamus latéral
(LH), le noyau dorsomédian (DMN) et le noyau paraventriculaire (PVN). L’aire tegmentale ventrale (données
personnelles non publiées du Dr Routh), le bulbe olfactif (OB), I’amygdale (Amy) et ’organe subfornical (SFO)
renferment aussi des neurones GS. Modifié d’aprées (Steinbusch et al., 2015).

Il est important de souligner qu’un grand nombre d’études mettant en évidence la
présence des neurones GS dans le cerveau, ont utilisé, in vitro, des variations drastiques et
non physiologiques de la concentration en glucose. Parfois, des modifications de
concentration en glucose allant de 0 & 10 ou 20 mM ou inversement ont été utilisees. Ces
gammes de variations de concentration ne permettant pas de déterminer si ces neurones
détectent 1’hypo- ou hyperglycémie. L’existence des neurones GS dans le bulbe olfactif,
I’organe subfornical, le locus coeruleus et I’area postrema peut étre discutée et nécessiterait
d’étre vérifice dans des gammes de concentration de glucose plus physiologiques. De plus,
I’expression de c-fos (marqueur d’activation neuronale) dans certains neurones du noyau
dorsomoteur du nerf vague (DMNX) et du raphé pallidus en conditions hypoglycémiques ne
constitue pas la preuve directe qu’ils soient GI. Ces neurones pourraient étre indirectement
activés via un couplage avec une cellule GS. Ces résultats suggeérent davantage qu’ils font
partie intégrante des circuits neuronaux impliqués dans la détection de I’hypoglycémie. Des
expériences d’électrophysiologie permettraient de valider ou non leur sensibilité au glucose.

Le laboratoire du Dr Routh a été le premier a étudier les neurones GS du MBH dans des
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conditions physiologiques (Song et al., 2001). Depuis, de facon générale, des variations de
concentrations physiologiques de glucose ont été utilisées pour caractériser les neurones GS

présents dans I’amygdale, le noyau parabrachial et I’hypothalamus.

Avant de présenter en détail les mécanismes moléculaires, les neuromediateurs et les
réles physiologiques des neurones GS du MBH, les neurones GS des autres noyaux

hypothalamiques (extra-hypothalamiques) seront décrits brievement.

A. Les neurones gluco-sensibles extra-MBH

Les neurones GE sont présents dans I’hypothalamus antérieur, le PVN et le LH. Ils

ont été identifiés parmi les neurones a GnRH (gonadotropin releasing hormone) de
I’hypothalamus antérieur (Beall et al., 2012; Roland and Moenter, 2011), les neurones pré-
autonomes du PVN (Melnick et al., 2011) et les neurones a MCH (melanin concentrating
hormone) du LH (Burdakov et al., 2005a).

Les mécanismes moléculaires de détection du glucose des neurones GE
hypothalamiques extra-MBH ont fait 1’objet de peu d’investigations. Il a seulement été¢ montré
que I’AMPK est impliqué dans la détection du glucose des neurones GE a GnRH (Beall et al.,
2012; Roland and Moenter, 2011). De plus, les neurones a GnRH et les neurones GE du PVN
utilisent un canal a conductance cationique non sélective (CCNS), alors que les neurones
MCH utilisent un canal Katp pour répondre au glucose (Burdakov et al., 2005a; Kong et al.,
2010; Melnick et al., 2011; Roland and Moenter, 2011).

Les neurones Gl sont largement distribués dans I’hypothalamus. On les retrouve dans

I’hypothalamus périfornical, le PVN, le DMN et le LH. Ils ont été identifiés parmi les
neurones a orexine du LH, du DMN et I’hypothalamus périfornical (Burdakov et al., 2005g;
Gonzalez et al., 2008; Williams et al., 2008) et les neurones a NPY et les neurones a GABA
du LH (Karnani et al., 2013; Marston et al., 2011).

Il existerait 2 catégories de neurones Gl : ceux dont I’activité est régulée par la
métabolisation du glucose (par I’ATP) et ceux qui répondent & la molécule glucose elle-
méme. Le laboratoire du Dr Denis Burdakov a caractérisé des neurones Gl dont la réponse au
glucose est indépendante de sa métabolisation. Il s’agit des neurones a orexine du LH, du
DMN et de I’hypothalamus périfornical (Burdakov et al., 2005a; Gonzalez et al., 2008;
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Williams et al., 2008). Ces neurones sont inhibés a la fois par le glucose et son analogue non
métabolisable, le 2-DG (Gonzélez et al., 2008; Sheng et al., 2014). En accord, la GK n’est pas
exprimée et ne participe pas a la réponse au glucose des neurones a orexine (Dunn-Meynell et
al., 2002; Gonzalez et al., 2008). Le glucose active un canal K* dans ces neurones, autre que
le canal Katp (Burdakov et al., 2006). Toutefois, la nature précise du canal mis en jeu dans
I’inhibition des neurones GI du LH indépendant de la métabolisation du glucose est inconnue.
Les neurones GI-GABA du LH sont aussi des neurones dont la réponse est indépendante de la
métabolisation du glucose. Néanmoins, il sont différents des neurones Gl-orexine, leur
réponse au glucose implique une CCNS (Karnani et al., 2013). Il reste a déterminer si les
neurones GI-NPY du LH sont des neurones dépendants ou indépendants de la métabolisation
du glucose (Marston et al., 2011). Enfin, Stanley et collaborateurs suggerent que la réponse au
glucose des neurones Gl du PVN seraient indépendante de la métabolisation du glucose
puisqu’ils n’expriment pas la GK (Stanley et al., 2013). Cette interprétation doit étre

confirmée.

Le tableau ci-dessous répertorie les différentes populations de neurones GS
hypothalamiques extra-MBH selon leur phénotype, les mécanismes moléculaires de détection
du glucose et leurs réles physiologiques connus (Tableau 2). Notons qu’en raison de
I’absence de marqueur spécifique pour les neurones GS, la nature des neuropeptides exprimés

dans les neurones GS peut donner des indications sur leur rdle physiologique.
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Tableau 2 : Récapitulatif des différentes populations de neurones GS dans
I’hypothalamus (autre que le MBH), leurs phénotypes et leurs fonctions physiologiques

Noyau/Phénotype | Phénotype de | [glucose]  utilisée | Acteurs Effets Références
peptidique détection  de | pour la | moléculaires physiologiques
I’augmentation | caractérisation mis en jeu
de la [glucose]
(Burdakov et al.,
0.1— 2.5mM
2005a; Gonzélez
(Sheng et al., 2014)
Indépendant du . et al., 2008;
0.2— 5mM (Burdakov et 5 . Eveil, _
. métabolisme du Harris et al.,
LH orexine Gl al., 2005b) Renforcement
. glucose . . 2005; Sheng et
1— 5mM (Williams et al., alimentaire
; Canal K* al., 2014,
2008, Gonzalez et al; -
Williams et al.,
2008)
2008)
1—-5mM (Marston et al.,
LH NPY Gl Canal K* ?
2011)
1—-5mM Indépendant du
métabolisme du (Karnani et al.,
LH GABA Gl ?
glucose 2013)
Canal 8 CCNS
PVN pré- 0.2— 10mM (Melnick et al.,
Gl ? ?
autonome 2011)
1—5mM Indépendant du
Périfornical- - métabolisme du , (Williams et al.,
DMH orexine glucose ' 2008)
Canal K*
0.2—5mM (Burdakov et A prise alimentaire | (Burdakov et al.,
al., 2005b) Augmentation de 2005a; Kong et
LH MCH GE 1—5mM (Kong et al., Canal Karp la masse grasse al., 2010;
2010) Reproduction Naufahu et al.,
Sommeil 2013)
. 0.2—10mM Canal K
PVN pre- o A (Melnick et al.,
GE indépendant, canal | ? 2011)
autonome 4 CCNS
0.5—2.5mM (Beall et al., (Beall et al.,
Hypothalamus 2012) AMPK, _ 2012; Roland
GE . Reproduction
antérieur GnRH 0.2— 4.5mM (Roland and | Canal a CCNS and Moenter,

Moenter, 2011)

2011)
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B. Les neurones gluco-sensibles du MBH

Le MBH renferme des neurones gluco-excités (GE) et gluco-inhibés (GI) dont la
proportion differe entre le VMN et le NA. Il existe aussi une régionalisation de ces types
neuronaux, avec une majorité de GE dans le NA latéral et une majorité de Gl dans le NA
médian (Tableau 3).

Tableau 3 : Répartition des neurones gluco-sensibles au niveau du MBH

D’aprés (Song et al., 2001; Wang et al., 2004)

Neurones GE Neurones Gl
VMN 143 19% 3414%
NA région latérale 13% 1%
NA région médiane 4% 14%

Les neurones GE/GI du MBH ont été bien mieux caractérisés a ce jour que les autres

populations de neurones GS hypothalamiques.

a. Les neurones Gl

Le neuromédiateur :

Plusieurs études montrent que tous les neurones GI du NA sont des neurones NPY
(Fioramonti et al., 2007; Muroya et al., 1999; Murphy et al., 2009a). En revanche, seulement

40% des neurones NPY du NA sont des neurones Gl (Fioramonti et al., 2007).

La nature des neurones GI du VMN est inconnue. L’inhibition du transporteur
vésiculaire de glutamate spécifiquement dans les neurones exprimant SF-1(steroidogenic
factor-1) du VMN altere la réponse contre-régulatrice a 1’hypoglycémie. Cela suppose que
certains neurones SF-1 soient GS et par voie de conséquence les neurones Gl pourraient étre
des neurones glutamatergique (Tong et al., 2007), mais cela reste a étre demontré. Un des
projets de notre équipe est de déterminer si les neurones SF-1 sont des neurones GS. En
accord avec cette hypothése, nos données préliminaires suggerent que 50% des neurones SF-1
sont GS (GE et GI).
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Les mécanismes moléculaires :

Récemment, de nombreux progres ont été faits dans la compréhension des mécanismes
de détection du glucose des neurones Gl du MBH. La GK, I’AMPK, la nNOS (NO synthase
neuronale), la sGC (guanylase cyclase soluble) et le canal CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane conductance Regulator protein) seraient tous nécessaires (Fioramonti et al.,
2011).

L’implication d’un transporteur GLUT spécifique est incertaine et reste a étre
démontrée. Toutefois, 22% des neurones Gl du VMN expriment GLUT2, 96% expriment
GLUTS3 et 63% expriment GLUT4 (Kang et al., 2004).

La GK est exprimé dans 40% des neurones Gl du VMN (Kang et al., 2004). La
modulation de ’activité de la GK altére la capacité des neurones GI du MBH a détecter les
variations de la concentration de glucose (Dunn-Meynell et al., 2002; Kang et al., 2006). Ces
résultats montrent que, comme dans les neurones GE, la GK est impliquée dans la détection
du glucose de certains neurones GI du VMN.

L’AMPK est un acteur clef de la détection du glucose des neurones Gl (Canabal et al.,
2007a, 2007b; Murphy et al.,, 2009b). La diminution de la concentration de glucose
diminuerait le ratio AMP/ATP ce qui activerait ’AMPK. L’activation de I’AMPK mime,
alors que son inhibition inhibe, la réponse a la diminution de la concentration de glucose des
neurones Gl du MBH (Mountjoy and Rutter, 2007; Murphy et al., 2009b).

Le groupe du Dr Routh a montré que la nNOS est nécessaire a la réponse au glucose
des neurones GI du MBH. L’AMPK phosphoryle et active la nNOS dans les neurones Gl
(Canabal et al., 2007a; Murphy et al., 2009b). Du monoxyde d’azote (NO) est alors produit
dans les neurones GI en réponse a la diminution de la concentration de glucose (Canabal et
al., 2007a). Cette production est une étape fondamentale dans la réponse au glucose de ces
neurones. En effet, chez les souris déficientes en nNOS, les neurones Gl ne sont pas retrouves
(Fioramonti et al., 2010). De plus, I’inhibition de la nNOS altére la réponse au glucose des
neurones Gl (Murphy et al., 2009b). Une fois produit, le NO se lie a son récepteur, la
guanylase cyclase soluble (sGC), qui est présent dans le MBH (Fioramonti et al., 2013;
Murphy et al., 2009b). La sGC augmente alors la production de GMP cyclique (cGMP). De
facon intéressante, la voie de signalisation NO-sGS-cGMP, permettrait aussi d’amplifier
I’activité de I’AMPK dans les neurones GI du VMN (Murphy et al., 2009b).

Bien que les canaux Katp soient présents et fonctionnels dans les neurones Gl du

MBH, leur activation électrique en réponse a la diminution de la concentration de glucose est
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corrélée a la fermeture d’un canal présentant une conductance Cl- (Fioramonti et al., 2007;
Song et al., 2001; Wang et al., 2004). 11 s’agit probablement du canal CFTR (cystic fibrosis
transmembrane regulator). Il a été montré que ce canal est phosphorylé par I’AMPK dans le
MBH (Murphy et al., 2009b). De plus, les neurones GI du MBH perdent leur capacité a
détecter la diminution de la concentration de glucose en présence de gemfibrozil, un
inhibiteur du canal CFTR (Fioramonti et al., 2007; Murphy et al., 2009b). Plus d’études sont
nécessaires pour confirmer I’implication du canal CFTR dans la réponse au glucose des
neurones Gl du MBH. D’autant plus qu’il est suggéré qu’un canal K* pourrait aussi étre

impliqué (comme les neurones Gl a orexine du LH) (Williams and Burdakov, 2009).

Les mécanismes de détection du glucose des neurones NPY-GI du NA sont peu
connus. Néanmoins, comme les neurones Gl du VMN, ils utilisent un canal & conductance CI
pour détecter le glucose (Fioramonti et al., 2007). L’implication de I’AMPK et du NO dans la
détection du glucose des neurones NPY-GI reste a étre démontrée. Ceci étant, il semble peu
probable que le NO fasse parti des mécanismes de détection du glucose des neurones NPY-GI
car la nNOS ne serait pas exprimée (Leshan et al., 2012) dans ces neurones. La voie de

signalisation AMPK/NO/sGS est donc spécifique des neurones GI du VMN.

Les mécanismes moléculaires de détection de la diminution de la concentration de

glucose des neurones GI du VMN sont illustrés dans la figure ci-dessous (Figure 12).
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Figure 12 : Mécanismes moléculaires de détection du glucose des neurones Gl du VMN

La diminution de la concentration de glucose induit une diminution de la glycolyse et une diminution du ratio
ATP/AMP. L’augmentation des taux intracellulaire d’AMP active ’AMPK. L’activation de I’AMPK induit la
phosphorylation et ’activation de la nNOS qui produit alors du NO. Le NO se lie sur son récepteur, la GC
soluble, qui amplifie I’activation de I’AMPK. L’amplification de I’activité de I’AMPK ferme le canal CFTR. La
fermeture du CFTR dépolarise le neurone Gl, conduisant a une augmentation de la fréquence des potentiels
d’action et de la libération du neurotransmetteur. D’aprés (Fioramonti et al., 2011).

De facon intéressante, une population particuliere de neurones Gl a été identifiée dans
le NA. Ces neurones sont inhibés par une forte concentration de glucose (saut de 5 a 20 mM)
ce qui leur a valu le nom de neurones HGI « High Glucose-Inhibited » (Fioramonti et al.,
2004). Environ 7% de neurones HGI sont présents dans le NA. Hormis leur existence, rien

n’est connu sur CES Neurones.

Les roles physiologiques :

Actuellement, il n’a hélas pas encore €té découvert de marqueurs moléculaires
spécifiques des neurones GS, ce qui rend 1’étude de leurs rdles physiologiques difficile.
Néanmoins, les neurones Gl du MBH détectent une diminution de la concentration de glucose
de 25 a 0,1 mM, suggerant qu’ils seraient plutét impliqués dans la detection de
I’hypoglycémie (Song et al., 2001) et par voie de consequence, dans la stimulation de la CRR

et/ou dans la prise alimentaire. Seules des corrélations entre ’altération de 1’expression ou
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I’activité des acteurs moléculaires impliqués dans la réponse au glucose des neurones Gl et
I’altération de la CRR ont été faites.

Dans le MBH, D’activit¢ de I’AMPK est augmentée en réponse a 1’hypoglycémie
induite par I’insuline (Han et al., 2005) ou a une glucopénie centrale (Alquier et al., 2007),
comme pour les neurones GI. L’ AICAR, un activateur de I’AMPK, active les neurones GI du
MBH. De fagon intéressante, son infusion dans le MBH amplifie la CRR en conditions
d’hypoglycémie (McCrimmon et al., 2006). Enfin, la stimulation de I’AMPK dans le MBH
amplifie la CRR (McCrimmon et al., 2004) alors que son inhibition ou I’inhibition de son
expression I’atténue (McCrimmon et al., 2008).

Nous avons vu que le NO est indispensable a la détection du glucose des neurones Gl
du VMN, in vitro. Il a été démontré in vivo que le NO produit dans le MBH joue un réle clef
dans D’initiation de la CRR. La souris déficiente en nNOS, ou les neurones Gl ne sont pas

trouvés dans le MBH, présente une altération de la CRR (Fioramonti et al., 2010).

Il est bien établit que les neurones NPY du NA contrdlent la prise alimentaire. Apres
un jelne, la libération de NPY et la sensibilité au glucose des neurones GI-NPY en réponse a
la diminution de la concentration de glucose sont augmentées (Murphy et al., 2009a). Ceci
implique ’AMPK. En effet, I’expression d’un dominant négatif de I’AMPK dans
I’hypothalamus inhibe la prise alimentaire alors que son activation constitutive la stimule
(Minokoshi et al., 2004). En accord avec un rdle des neurones Gl dans le contrdle de la prise
alimentaire, la signalisation hypothalamique du NO est impliquée dans la régulation de la
prise alimentaire. En effet, I’infusion icv de NPY stimule [’activit¢ de la nNOS

hypothalamique et augmente la prise alimentaire (Morley et al., 1999, 2011).

L’ensemble de ces données suggere que les neurones GI du MBH jouent un réle
important dans la détection de I’hypoglycémie et dans le contréle de la CRR (neurones Gl du

VMN) et I’initiation de la prise alimentaire (neurones Gl du NA).

b. Les neurones GE

Les neuromédiateurs

Les neuromédiateurs exprimés par les neurones GE du MBH sont inconnus et

controverseés.
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En ce qui concerne le NA, Ibrahim et collaborateurs montrent que 80% des neurones
POMC sont activés par 1’augmentation de la concentration de glucose (Ibrahim et al., 2003).
En accord, la diminution de la concentration de glucose de 2 a 0,1 mM inhibe les neurones
POMC (Claret et al., 2007). De facon contradictoire, les neurones GE ne sont pas immuno-
positif pour POMC (Wang et al., 2004). Les neurones GE se concentrent le long de la bordure
ventro-latérale du VMN (Cotero and Routh, 2009; Wang et al., 2004) alors que les neurones
POMC sont plutdt localisés dans le NA ventromédian. De plus, notre équipe a montré par
électrophysiologie que I’activité électrique des neurones POMC ne serait pas altérée par une
augmentation ou diminution de la concentration en glucose (Fioramonti et al., 2007). Enfin,
I’injection de glucose dans la carotide n’augmente pas le taux d’expression de c-fos, un
marqueur d’activation neuronale, dans les neurones POMC (Fioramonti et al., 2007).
Davantage d’études sont donc nécessaires pour déterminer I’identité des neurones GE du NA.
Néanmoins, ils sont bien impliqués dans le circuit a mélanocortine POMC/NPY puisque le

NPY inhibe alors que la a-MSH stimule les neurones GE (Wang et al., 2004).

La nature du neuromédiateur des neurones GE du VMN est quant a elle inconnue.
Toutefois, Kang et collaborateurs montrent par RT-PCR post-imagerie calcique que 56% des
neurones GE du VMN expriment 1’acide glutamique décarboxylase, I’enzyme impliqué dans
la synthese de GABA (Kang et al., 2004). De plus, nous avons vu que des données
préliminaires, obtenues au laboratoire montrent que certains neurones SF-1 glutamatergiques
sont GE. Les neurones GE du VMN pourraient donc étre des neurones GABAergiques et

glutamatergiques, mais ceci reste a étre démontre.

Les mécanismes moléculaires:

Les mécanismes moléculaires de détection du glucose des neurones GE du MBH sont
les mieux connus. Un certain nombre d’analogies avec la cellule § du pancréas a pu étre mis
en évidence.

Les neurones GE du MBH utilisent la GK et le canal Katp (Figure). La présence des
canaux Kartp dans les neurones GE du MBH a été démontré par PCR sur cellule unique
(Kang et al., 2004; Lee et al., 1999). L’équipe de Ashford a été la toute premiere & montrer
que les neurones GE utilise le canal Katp pour détecter les variations de la concentration de
glucose extracellulaire par électrophysiologie (Ashford et al.,, 1990). Depuis, diverses
approches de biologie moléculaire, pharmacologie et souris transgéniques ont conforté ces
résultats (Kang et al., 2004; Lee et al., 1999; Miki et al., 2001; Song et al., 2001; Yang et al.,
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1999). Par exemple, les souris déficientes pour la sous-unité Kir6.2 du canal ne possedent plus
de neurone GE dans le VMN (Miki et al., 2001), suggérant que ce canal joue un role
important dans le détection hypothalamique du glucose. Le transporteur GLUT2 et la GK
sont aussi exprimes dans les neurones GE (Dunn-Meynell et al., 2002; Kang et al., 2004).
Notons que le réle de GLUT2 dans la détection du glucose des neurones GE du MBH n’a pas
été clairement démontré. En revanche, il est établi que la GK régule la capacité des neurones
GE du MBH a détecter le glucose (Dunn-Meynell et al., 2002; Kang et al., 2004, 2006).

Claret et collaborateurs ont montré que ’AMPK est nécessaire a la sensibilité au
glucose des neurones POMC du NA (Claret et al., 2007). En revanche, la détection du glucose
des neurones GE du VMN n’implique pas I’AMPK (Cotero and Routh, 2009).

Les mécanismes moléculaires de détection du glucose des neurones GE dépendant des

canaux Katp sont illustrés dans la figure ci-dessous (Figure 13).
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Figure 13 : Mécanismes moléculaires de détection du glucose des neurones GE du MBH
dépendant de la métabolisation du glucose

La diminution de la concentration de glucose induit une diminution de la glycolyse et une diminution du ratio
ATP/AMP. La diminution intracellulaire d’ATP ouvre les canaux Karp qui hyperpolarisent le neurone. Il en
résulte une diminution de la fréquence des potentiels d’action (APF) et de la libération du neuromédiateur (NT
release). D’apres (Fioramonti et al., 2011).

De facon intéressante, 25% des neurones GE du VMN exprime le co-transporteur du
glucose et du Na* SGLT1 qui couple I’entrée du glucose avec la dépolarisation membranaire
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(Kang et al., 2004). Ces résultats suggerent qu’il existerait d’autres mécanismes de détection
du glucose indépendant des canaux Katp pour les neurones GE du MBH. En accord, une
population distincte de neurones GE a éte identifiée dans le NA. Ces neurones sont activés par
une forte augmentation de la concentration de glucose (saut de 5 a 20 mM) ce qui leur a valu
le nom de neurones HGE « High Glucose-Inhibited ». Environ 19% des neurones du NA

seraient des neurones HGE (Fioramonti et al., 2004) (Figure 14).
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De facon intéressante, dans cette gamme de concentration de glucose élevée, les
canaux Karp sont déja fermés, suggérant que les neurones HGE détectent I’augmentation de
la concentration de glucose par un mécanisme Katp indépendant. En effet, ’excitation des
neurones HGE en réponse a 1’augmentation de la concentration de glucose est indépendante
des canaux Katp et repose sur 1’ouverture d’un canal présentant une conductance
cationique non sélective (CCNS) (Fioramonti et al., 2004; Yang et al., 1999). La nature du
canal mise en jeu et la voie de signalisation permettant son ouverture sont inconnues. Mon
travail de these a consisté a déterminer les mécanismes moléculaires de détection du
glucose de neurones HGE. Notre I’équipe a montré que 1’augmentation de la concentration
de glucose de 5 4 20mM engendre une production de mEAOs sur des coupes d’hypothalamus
De plus, I’injection de glucose par la carotide en direction du cerveau engendre, chez le rat,
une augmentation de la production des mEAOs, une augmentation de 1’activité électrique
globale du MBH et enfin une sécrétion rapide et transitoire d’insuline en périphérie. Ces effets
sont mimés par des inhibiteurs de la chaine respiratoire mitochondriale (entrainant une
production de mEAOs) et sont inhibés en présence d’antioxydants ou d’un découplant
(CCCP), montrant I’implication des mEAOs dans les mécanismes de détection de
I’augmentation de la concentration de glucose (Leloup et al., 2006). Les EAOs pourraient étre

impliqués dans la réponse au glucose des neurones HGE. Ainsi, le canal mis en jeu dans la
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réponse au glucose des neurones HGE, en plus d’avoir une CCNS, pourrait étre sensible

aux EAOQOs, ce qui a été ’hypothése de mon sujet de these.

Les canaux Transient Receptor Potential Canonical (TRPC) appartiennent a la famille
des canaux ioniques a CCNS et certains d’entre eux sont activés par les EAOs. Leur réle dans
le controle de I’homéostasie énergétique est en pleine émergence. Néanmoins, rien n’est
connu quant a un réle des canaux TRPC sur la réponse au glucose des neurones
hypothalamiques. Les canaux TRPC représentent un candidat potentiel dans I’identité du
canal impliqué dans la réponse a I’augmentation de la concentration de glucose des

neurones HGE, mon travail de thése a consisté a répondre a cette question.

Les roles physiologiques:

Comme pour les neurones Gl, des corrélations entre I’altération de 1’expression ou
I’activité des acteurs moléculaires impliqués dans la réponse au glucose des neurones GE et
I’altération de la CRR et de la prise alimentaire ont été faites. Nous avons vu que les canaux
Katp et la GK sont des acteurs clefs dans la détection du glucose des neurones GE du MBH.

Miki et collaborateurs montrent que chez la souris génétiquement invalidées pour les
canaux Katp: 1) les neurones GE du MBH ne sont pas retrouvés et 2) la CRR est altéree
(diminution de la production de glucagon et absence d’effet sur la sécrétion d’adrénaline) et la
prise alimentaire est fortement diminuée (Miki et al., 2001). De plus, la modulation
pharmacologique de I’activité des canaux Katp, in vivo, altere la CRR (Evans et al., 2004;
McCrimmon et al., 2005). Enfin, il a été montré, pour la premiére fois chez ’homme, que
I’administration orale de diazoxide (qui ouvre les canaux Katp), chez le patient diabétique de
type 1 améliore significativement la sécrétion de catécholamines en réponse a I’hypoglycémie
(George et al., 2015).

L activation pharmacologique de la GK, abolit de 40-62% la sécrétion d’adrénaline, de
noradrénaline et de glucagon en réponse a 1’hypoglycémie induite par 1’insuline. A I’inverse,
I’inhibition pharmacologique ou génétique de la GK augmente la sécrétion d’adrénaline

(Levin et al., 2008).

L’ensemble de ces données suggere que les neurones GE du MBH jouent un réle clef,
au travers des canaux Katp et la GK, dans I’initiation de la CRR et de la prise alimentaire.
Notons toutefois que les canaux Katp sont ubiquitaires et ne sont pas spécifiques des neurones
GE du MBH. En revanche, la GK semble plus spécifique de neurones GS (Stanley et al.,
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2013) mais elle est aussi exprimé dans les neurones Gl et les cellules gliales sensibles au
glucose du MBH. On ne sait rien quant aux roles physiologiques des neurones HGE du NA.
Néanmoins, puisqu’ils détectent de fortes concentrations de glucose, ils pourraient étre
impliqués dans les réponses physiologiques observées lors de I’hyperglycémie telles que la
diminution de la prise alimentaire, la sécrétion d’insuline et/ou 1’inhibition de la production

hépatique de glucose.

Pour résumer, la capacit¢ de I’hypothalamus a détecter 1’hypoglycémie et
I’hyperglycémie est liée a I’existence de populations hétérogenes de neurones GS ayant des
mécanismes de détection du glucose différents. Nous allons voir que les cellules gliales, les

astrocytes et les tanycytes, participent aussi a la détection hypothalamique du glucose.

I1.2.3.2. Les astrocytes

Les astrocytes entourent quasiment tous les capillaires cérébraux avec leurs «pieds
astrocytaires». Cette position stratégique a alors suggéré un réle métabolique important.
Depuis quelques années des études expérimentales ont permis de démontrer que les astrocytes
assurent la fourniture énergétique aux neurones, 1’activité de ces derniers étant hautement
dépendante de ce transfert (Pellerin and Magistretti, 2012). En effet, lors d’une augmentation
de la concentration en glucose extracellulaire, les astrocytes captent rapidement ce glucose
(Prebil et al., 2011) et peuvent le stocker sous forme de glycogene. Les astrocytes sont
principalement des cellules glycolytiques exprimant les enzymes impliquées dans la glycolyse
et la glycogénolyse alors que les neurones sont plutét des cellules oxydatives. La glycolyse et
la glycogénolyse astrocytaire forment principalement du lactate qui est ensuite exporté
jusqu’aux neurones, via les transporteurs des monocarboylates (MCT), pour former du
pyruvate, renforgant leur r6le de soutien énergétique. Il a été montré, in vivo, que les neurones
utilisent préférentiellement le lactate plut6t que le glucose pour leur métabolisme (Wyss et al.,
2011).

En plus d’un réle d’appui énergétique, les astrocytes sont des senseurs du glucose. Ils
expriment les canaux Katp et la GK (Millén et al., 2010; Zawar et al., 1999). Notre groupe a
été le premier a montrer que GLUT?2 était majoritairement exprimé dans les astrocytes plutét

que dans les neurones hypothalamiques (Arluison et al., 2004a, 2004b; Leloup et al., 1994).
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L’inhibition de GLUT2 dans I’hypothalamus altére la détection hypothalamique du glucose.
En effet, I’injection d’antisens de GLUT2 dans le MBH inhibe la sécrétion d’insuline induite
par une injection intracarotidienne de glucose (Leloup et al., 1998). De plus, I’augmentation
de la concentration cérébrale de glucose augmente I’expression de c-Fos, un marqueur
d’activation, dans les astrocytes hypothalamiques (Guillod-Maximin et al., 2004). Une étude
¢légante de 1I’équipe de Thorens montre que la réexpression de GLUT2 par transgénése
specifiquement dans les astrocytes mais pas dans les neurones, chez la souris GLUT2-
déficiente (modele ripglutl ; glut2”), restaure la détection hypothalamique de 1’hypoglycémie
(Marty et al., 2005). Dans cette étude, le role de GLUT2 astrocytaire a été étudié dans un
contexte de glucoprivation et I’altération de la sécrétion de glucagon et la détection centrale
de I’hyperglycémie n’ont pas été testées. Dans une seconde étude, la souris déficiente pour
GLUT2 dans les astrocytes présente un défaut dans le contrdle de la prise alimentaire en
réponse a un test de réalimentation et la prise alimentaire n’est ni diminué par le glucose ni
augmenté par le 2-DG (Bady et al., 2006). L’ensemble de ces données suggere un role clef de
GLUT2, dans les astrocytes hypothalamiques, dans la détection de centrale de 1’hypoglycémie

et de I’hyperglycémie.

La démonstration directe que les astrocytes du MBH sont des cellules glucosensibles
n’a pas clairement été mise en évidence. Le groupe de Rutter a montré que 1’augmentation de
la concentration de glucose induit une augmentation des taux d’ATP et de NADPH dans les
astrocytes hypothalamiques (Ainscow et al., 2002). Toutefois, ces résultats ne sont en rien une
preuve de la détection directe du glucose mais reflétent davantage la métabolisation de ce
substrat dans I’astrocyte. En revanche, il a été montré que les astrocytes du NTS sont activés
par une diminution de la concentration de glucose ou une glucoprivation par le 2-DG se
traduisant par une augmentation de la concentration intracellulaire en Ca?* (McDougal et al.,
2011). Davantage d’études sont donc nécessaires pour déterminer si les astrocytes du MBH
sont GS et comprendre les voies de signalisation impliquees.

I1.2.3.3. Lestanycytes

Les tanycytes sont des cellules gliales présentes a I’interface entre le sang, le LCR et
les noyaux hypothalamiques régulant la prise alimentaire. Ceci a incité de nombreux auteurs a
suggerer que ces cellules joueraient un réle dans le contréle de I’homéostasie énergétique. Il

existe quatre sous-types de tanycytes, en fonction de leur localisation et de leurs propriétés.
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Les tanycytes 02 bordent le ventricule situé face au VMN et DMH et se projettent dans ces
mémes noyaux alors que les tanycytes al bordent le ventricule situé face au NA. Les
tanycytes Bl et B2 présentent des prolongements dans le MBH et ’EM (Figure 15). Les
tanycytes sont polarises : - un p6le apical au contact du LCR et - un péle basal qui atteint les
différents noyaux hypothalamiques et des micro-vaisseaux parfois dépourvue de BHE dans
I’EM. De facon intéressante, les tanycytes a la périphérie du NA n’expriment pas certaines
protéines de jonction et celles exprimées présentent un pattern d’expression desorganisé
suggerant que ces cellules sont plus « perméables » au passage de molécules en provenance
du LCR, que les autres tanycytes bordant le 3*™V (Mullier et al., 2010).

Key: Figure 15 : Localisation des tanycytes
b0 o Tanycyte

b—o PTanycyte Les tanycytes al et a2 sont localisés dans la
@ Copilary partie ventrale du 3°™ V (vert). Les tanycytes
Bl et B2 émettent des prolongements dans le
NA (ARC) et vers les capillaires présents dans
I’EM, respectivement (orange). Modifié d’aprés
(Steinbusch et al., 2015).

\_31\i2
ME .

Les tanycytes expriment GLUT2, la GK et certaines sous-unités de canaux Katp
(Orellana et al., 2012). Nous avons vu précédemment que ces acteurs moléculaires sont
fortement impliqués dans les mécanismes de détection du glucose de la cellule B, suggérant
que les tanycytes pourraient avoir un réle de détection du glucose au niveau hypothalamique.
La premiere preuve, bien que indirecte, a montré que la destruction des tanycytes bordant le
3°Mme \/ est suffisante pour modifier la glycémie et la PA chez des rats (Sanders et al., 2004).
De plus, les jonctions serrées entre les tanycytes se réorganisent, augmentant les échanges
entre le LCR et le NA en réponse a une diminution de glucose, ceci dans le but d’assurer un

apport constant de glucose au cerveau (Langlet et al., 2013).

Ce n’est que récemment que la détection directe du glucose par les tanycytes a été
démontrée, in vitro. Les mécanismes moléculaires mis en jeu restent controversés. Toutefois

les études s’accordent toutes sur la mise en jeu d’une signalisation purinergique et une
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augmentation du Ca?* intracellulaire (vagues calciques) en réponse a I’augmentation de la
concentration de glucose (Frayling et al., 2011; Orellana et al., 2012). Plusieurs modeles de
détection du glucose sont proposés :

- Orellana et collaborateurs (Figure 16A) propose I’implication de la voie de signalisation
GLUT/GK/canaux Katp. Par un mécanisme inconnu, ceci permettrait 1’ouverture des hémi-
canaux Connexine43, la libération d’ ATP puis I’activation des récepteurs purinergiques P2Y1,
et enfin 1’augmentation de Ca?* intracellulaire. La propagation du signal vers les tanycytes
voisins se réalise via des jonctions GAP (Orellana et al., 2012).

- De facon intéressante, Frayling et collaborateurs montrent que les analogues non
métabolisables du glucose induisent aussi le signal Ca?* nécessaire a la réponse au glucose des
tanycytes. Ceci suggeére que le modele de détection du glucose de la cellule B ne peut étre
appliqué aux tanycytes. De plus, I’augmentation de Ca?* dans la cellule B est due & I’ouverture
des canaux calciques voltages-dépendants, absents dans les tanycytes. Frayling propose alors
deux autres modeéles (Figure 16B) :

a) Le premier suggere que le glucose soit transporté dans la cellule par un co-
transporteur de glucose dépendant du Na*. L’accumulation de Na* inverserait 1’échangeur
Na*/Ca?* induisant un influx de Ca?* dans le tanycytes qui déclencherait la libération d’ATP.
L’ATP agirait ensuite sur les récepteurs P2Y1 pour amplifier le signal Ca?".

b) La seconde hypothese est similaire a la premiére mais propose que le
glucose et ses analogues agissent sur un récepteur couplé a une protéine G pour déclencher la
libération d’ ATP puis I’activation du récepteur P2Y1 (Frayling et al., 2011).

Notons que 1’équipe de Frayling a réalisé ses études sur des tanycytes a en tranche
alors que I’équipe d’Orellena a étudié des cultures enrichies en tanycytes Bl. Ainsi, de
multiples mécanismes de détection de 1’augmentation de la concentration de glucose
existeraient dans ce type cellulaire. La détection de I’hypoglycémie par les tanycytes n’a pas
encore été étudiée. A ce jour, le role spécifique des tanycytes in vivo dans la détection du

glucose nécessite davantage d’investigations.
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Figure 16 : Les hypothéses de la détection de I’augmentation de la concentration de
glucose par les tanycytes du MBH

A) Lors de I’augmentation de la concentration extracellulaire de glucose, le glucose entre (1) principalement par les

B)

transporteurs GLUTS et dans une moindre mesure par les hémi-canaux Cx43, conduisant & la phosphorylation du
glucose par la GK (2). L’ATP produit par la glycolyse (3) induit la fermeture des canaux Katp (4). Cet
événement promeut 1’ouverture des hémi-canaux Cx43 par un mécanisme inconnu (5). La libération d’ATP via
les hémicanaux (6) active les récepteur purinergique P2Y (7) et induit la formation d’inositol triphosphate (IP3)
cytosolique (8), qui favorise la libération de Ca®* stocké dans le réticulum endoplasmique (9), augmentant la
[Ca?*]i. D’aprés (Orellana et al., 2012).

a) Le glucose est capté par un cotransporteur de glucose lié au Na* (1), I’accumulation de Na* résultante inverse
I’échangeur Na*-Ca®* (2), induisant une augmentation de la concentration intracellulaire de Ca?*. Cette
augmentation conduit, par un mécanisme inconnu (3), a la libération d’ATP (4), qui active les récepteurs P2Y1
résultant en une [Ca?*]; via la mobilisation des stocks internes. b) Le second modéle est similaire sauf que le
glucose et ses analogues agissent sur un ou plusieurs récepteurs couplé(s) a une protéine G (1) pour mobiliser le
Ca®* intracellulaire directement (2), qui conduit de nouveau a la libération d’ATP(4) et I’activation des
récepteurs P2Y'1. D’apreés (Bolborea and Dale, 2013).

Une question que 1’on peut se poser quant aux etudes sur la détection hypothalamique
du glucose est la suivante : les neurones GS détectent-ils directement les variations de la
concentration de glucose ou bien indirectement par I’intermédiaire d’une autre cellule? Les
équipes des Dr Burdakov, Dr Routh et Dr Fioramonti sont les seuls a avoir bloqué la
transmission synaptique (via la tétradotoxine ou TTX) dans les études réalisées ex vivo en
électrophysiologie. Néanmoins, la TTX ne permet pas d’exclure une communication neurone-
cellule gliale. Les études réalisées in vitro sur culture de neurones isolés par les équipes du Dr
Levin et Dr Routh ont permis d’apporter la preuve irréfutable que les neurones GE et GI du
MBH détectent directement les variations de la concentration de glucose. En ce qui concerne
les régions cérébrales extra-hypothalamiques, la détection directe du glucose par les neurones
GS n’a pas été vérifiée. Nous allons voir que la détection hypothalamique de glucose ne serait
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pas exclusivement neuronale et une détection indirecte séquentielle par les cellules gliales

serait aussi présente.

I.2.4. Couplage glie/neurones dans la détection hypothalamique du

glucose

Les neurones hypothalamiques ne sont pas en contact direct avec le sang ou le CSF,
contrairement aux cellules gliales (tanycytes et astrocytes) qui répondent aux variations de la
concentration de glucose. Un couplage métabolique entre les neurones GS et les cellules
gliales a alors été proposé dans la détection hypothalamique du glucose. En accord avec cette
remarque, un lien fonctionnel entre les tanycytes et les neurones glucosensibles du NA a été
montré (Coppola et al., 2007). Le(s) messager(s) permettant aux cellules gliales de moduler
I’activité des neurones GS ne sont pas totalement connu(s). Toutefois des études sont en

faveur de différents candidats : le lactate, I’ATP et/ou les endozépines.

Le lactate : En réponse a I’augmentation de la concentration de glucose, les tanycytes
et les astrocytes libérent du lactate (Cortes-Campos et al., 2013; Pellerin and Magistretti,
2012). Les neurones GS et les astrocytes expriment des transporteurs des monocarboxylates
(MCT) permettant le passage de lactate (Pierre and Pellerin, 2005) et son transfert a une autre
cellule. De fagon intéressante, certains neurones GE du MBH et du LH sont directement
sensibles au lactate (Song and Routh, 2005; Venner et al., 2011; Yang et al., 1999). L’équipe
de Rossetti a élégamment démontré en 2005, in vivo, que le lactate est particulierement
important dans la détection hypothalamique du glucose. Ainsi, une injection de lactate au
niveau hypothalamique a les mémes effets qu’une injection de glucose sur I’inhibition de la
production hépatique de glucose. De plus, I'inhibition hypothalamique de la LDH (lactate
déshydrogénase) bloque les effets du glucose injecté dans I’hypothalamus sur le métabolisme
hépatique, alors que la stimulation de la PDH (pyruvate deshydrogénase) reproduit les effets
du glucose et du lactate (Lam et al., 2005). Il a également été montré, in vivo, que le lactate
circulant régule la synthese de neuropeptides orexigenes et anorexigenes ainsi que la PA, la
sécrétion nerveuse d’insuline et la production hépatique de glucose (Allard et al., 2013; Cha
and Lane, 2009; Kokorovic et al., 2009; Lam et al., 2008). Ces résultats suggérent que les
cellules gliales pourraient informer les neurones hypothalamique des variations de la

concentration de glucose par ’intermédiaire du lactate.
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L’ATP : Nous avons vu que les cellules gliales du MBH libérent de I’ATP en réponse
a I’augmentation de la concentration de glucose (Frayling et al., 2011; Orellana et al., 2012).
De plus, dans I’hypothalamus, I’ATP produit par les cellules gliales contribue directement a la
régulation de I’activité neuronale via la stimulation des récepteurs purinergiques P2X
(Gordon et al., 2005). De facon intéressante, les récepteurs P2X forment un canal a
conductance cationique non sélective comme observe dans la réponse au glucose de neurones
HGE. De plus, ils sont présents dans le NA ou ont été identifiés les neurones GS (Wakamori
and Sorimachi, 2004). Ainsi, I’ATP produit en réponse a I’hyperglycémie pourrait informer

les neurones GS hypothalamique des taux de glucose ambiant.

Les endozepines : Le role des endozépines, incluant Diazepam Binding Inhibitor
(DBI) et ses dérivés comme ’octadecaneuropeptide (ODN), dans le controle de I’homéostasie
glucidique est en pleine émergence. Ces peptides sont spécifiquement produits par les cellules
gliales dont les astrocytes et tanycytes hypothalamiques (Compeére et al., 2010; Tonon et al.,
1990). L’infusion de glucose dans le 3°™ ventricule induit une augmentation de ’expression
du DBI et de la production d’ODN dans le NA (Lanfray et al., 2013). L’injection ODN
spécifiquement dans le NA ou le 3*°™ V diminue fortement la prise alimentaire (Lanfray et al.,
2013; do Rego et al., 2007). Ceci est corrélé a 1’augmentation de 1’expression des ARNm
POMC et la diminution des taux d’ARNm NPY dans le NA (Compére et al., 2003). De plus,
I’effet anorexigéne du glucose est aboli par I’injection icv d’antagoniste de I’ODN. A
I’inverse, ’hyperphagie induite par la glucoprivation est supprimée par un agoniste de I’ODN
(Lanfray et al., 2013). L’effet anorexigéne des endozépines serait relayé par ’activation des
récepteurs MC3/4R (Lanfray et al., 2013). Enfin, I’élévation de la glycémie induite par une
injection intrapéritonéale de glucose est fortement réduite chez 1’animal ayant regu de I’ODN
dans le 3°™ ventricule (Lanfray et al., 2013). Malgré ces données démontrant un réle clé des
endozépines dans le contrdle de la prise alimentaire et 1’homéostasie glucidique les types
cellulaires répondant @ ’ODN et ses mécanismes d’action sont inconnus. L’activité des
neurones du MBH pourrait alors étre modulée par les endozépines en réponse a
I’augmentation de la concentration de glucose. Les endozépines sont connus comme des
antagonistes des récepteurs GABAA. Néanmoins, leur effet anorexigéne semble indépendant
des récepteurs GABAA mais impliquerait plutdt un récepteur métabotropique orphelin (do
Rego et al., 2007). Une partie de ma thése, en collaboration avec le Dr T. Alquier
(Université de Montréal), a consisté a déterminer si PODN peut moduler Pactivité des

neurones du MBH via un mecanisme GABAa-indépendant.
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La figure ci-dessous résume les mécanismes hypothétiques de détection de

I’hyperglycémie aigle dans le MBH (Figure 17).
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Figure 17 : Mécanismes hypothétiques de détection de I’hyperglycémie aigle dans le
MBH

L’augmentation de la concentration de glucose est détectée dans le MBH par des neurones GS. Le transfert de
glucose dans le parenchyme nerveux peut se faire selon 2 processus :1) le glucose est capté par les cellules
gliales astrocytes via les transporteurs GLUT. Les astrocytes sont métaboliquement couplés aux neurones. Le
lactate, issus de la métabolisation du glucose par 1’astrocytes et les tanycytes, est transporté via les transporteurs
de monocarboxylate (MCT). Le glucose et le lactate, capturé par les neurones GS via GLUT et MCT
respectivement, sont métabolisés et induisent une modification de 1’activité des neurones GS conduisant a des
réponses physiologiques adaptées pour rétablir la glycémie a sa valeur « basale ». 2) le glucose peut pénétrer
passivement dans le parenchyme nerveux a cause de 1’absence de jonction serrée entre les cellules endothéliales
de certains capillaires sanguins dans le MBH. Le glucose circule dans le compartiment extracellulaire pour
atteindre les neurones GS qui détectent 1’augmentation de la concentration de glucose. Les astrocytes et
tanycytes pourraient également produire de I’ATP et/ou des endozépines qui en agissant sur leurs récepteurs,
moduleraient 1’activité électrique des neurones GS.

1.2.5. Les neurones gluco-sensibles et le diabéte

Le diabéte de type 2 (DT2) est associé a un défaut d’activité des neurones GS. En
effet, alors que la réponse inhibitrice a une diminution de la concentration de glucose des
neurones GE du MBH issus des souris db/db est identique a celle des souris sauvages a 0,1
mM, la réponse inhibitrice a 0,5 mM est bien plus forte chez la souris diabétique (Cotero et
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al., 2010). La sensibilité au glucose des neurones GE serait donc plus importante lors d’un
DT2. Il est actuellement impossible de savoir avec exactitude si I’altération de la détection du
glucose des neurones GE du MBH est une cause ou une conséquence du DT2.

Le rdle des neurones Gl dans le DT2 est difficile a prédire. 1l a seulement été montré
que la CRR et la réponse au glucose des neurones Gl en réponse a la diminution de la
concentration de glucose est atténuée chez la souris déficiente pour le récepteur a 1’insuline
(Diggs-Andrews et al., 2010). Il reste a déterminer si les effets de 1’insulino-résistance jouent

un réle important dans la détection du glucose des neurones GI du MBH lors du DT2.

Le rat obése et insulino-résistant Zlicker présente une hypersensibilité hypothalamique
au glucose (activation électrique des neurones du NA et sécrétion d’insuline pour des doses de
glucose sans effet chez le rat non obése) (Colombani et al., 2009). De facon contradictoire, la
détection du glucose par les neurones POMC est abolie chez les souris mises sous régime
obésogeéne et diabétogéne (HFD) (Parton et al., 2007).
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lll. Les canaux Transient Recepteur Potential Canonical (TRPC)

Nous avons vu que le MBH abrite des neurones HGE activés par une forte augmentation
de la concentration de glucose, suggéré comme impliqué dans la détection de
I’hyperglycémie. Hormis I’implication d’un canal a CCNS dans la réponse au glucose, rien
n’est connu sur ces neurones. La découverte du canal exprimé dans les neurones HGE est
nécessaire pour comprendre le réle physiologique de ces neurones dans le contrdle de
I’homéostasie glucidique et souligner leur implication dans 1’apparition de pathologiques
comme le diabete. Les canaux Transient Receptor Potential Canonical représentent un
candidat potentiel dans I’identité du canal impliqué dans la réponse a I’augmentation de la

concentration de glucose des neurones HGE.

[.1. La super famille des canaux TRP

Le génome humain code pour plusieurs centaines de canaux permettant le passage des
ions a travers la membrane plasmique. Parmi eux, on trouve les canaux Transient Receptor
Potential (TRP). lls ont été décrits pour la premiére fois chez Drosophila Melanogaster ou
une mutation sur le gene trp, codant pour un photorécepteur, empéchait le maintien d’un
potentiel membranaire soutenu en réponse a une stimulation lumineuse (Cosens and Manning,
1969) (Figure 18). Vingt ans plus tard, Montell et Rubin clonerent la séquence du géne trp
responsable du phénotype chez la Drosophile (Montell and Rubin, 1989).

_wr _m Figure 18 : Les canaux TRP

Enregistrement représentant le courant induit par une stimulation
lumineuse intense chez les photorecepteurs en voltage clamps chez
les drosophiles controle (WT) et trp mutante. La réponse des
05 HAL photorérepteurs controles est représentée par un pic de réponse et un
plateau. La réponse des photorécepteurs trp retourne a son état basal
durant la stimulation due a un épuisement de I’excitation. D’aprés

(Minke and Selinger, 1996).

Depuis la découverte des canaux TRP, le nombre de publications visant a identifier
leurs structures moléculaires, leurs propriétés biophysiques, leurs rdles fonctionnels et leurs

implications dans les pathologies est en pleine explosion. Plus de 13000 publications et 2000
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revues ont été publiées. Cet engouement pour les canaux TRP est exponentiel depuis les 20

derniéres années.

Désormais, la superfamille des TRP regroupe 28 canaux exprimés et fonctionnels
dans diverses organismes allant de la levure a ’homme. Les TRP sont classés en sept familles
regroupées en deux groupes selon leur structure moléculaire. Le premier groupe présente des
homologies de séquence relativement fortes et est constitué des TRP Canonical (TRPC 1 a 7),
TRP Mélastatine (TRPM 1 a 8), TRP Vanilloide (TRPV 1 a 6), TRP Ankyrine (TRPA), TRP
N pour « no mechanoreceptor potential C » (NOMPC). Le groupe 2 comprend les TRP
Mucolipine (TRPML), et TRP Polycystine (TRPP). Les canaux TRPN ne sont pas présents
chez les mammiferes mais sont exprimés chez les invertébrés comme la drosophile et le ver
(Figure 19). lls sont tous localisés dans la membrane plasmique des cellules. Seuls les canaux
TRPMS et TRPV1 sont aussi présents dans les membranes internes d’organites tels que le

réticulum endoplasmique (Clapham, 2003).
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Figure 19 : Arbre phylogénétique de la super famille des TRP chez I’homme

D’apres (Nilius and Owsianik, 2011).

Les canaux TRP possedent tous une conductance cationique non sélective. A
I’exception de certains TRPM qui sont perméables uniquement aux cations monovalents, tous

les autres TRP sont permeables au calcium. Cependant, ils sont pour la plupart peu sélectifs
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avec des ratios de perméabilité entre le calcium et le sodium (PCa?*/PNa?*) compris entre 0.3
et 10. Seuls les TRPVS5 et 6 sont trés sélectifs du calcium (PCa?*/PNa?*> 100) (Pedersen et al.,
2005).

Les canaux TRP participent & de multiples fonctions a la fois dans les cellules
excitables et non excitables. Dans les cellules excitables comme les neurones, ils permettent la
dépolarisation de la cellule et modulent I’activité des canaux voltage-dépendants. Dans les
cellules non excitables, ils modulent les forces d’entrée du Ca 2* (Figure 20). Les canaux TRP
sont particulierement étudiés pour leurs réles dans la physiologie sensorielle (le toucher,
I’olfaction, le gout, la chaleur, la vision), mais ils participent également a la perception de

stimuli a I’échelle cellulaire avec un role dans la transduction du signal cellulaire.

O . W,
\\f/ % i &
@

Excitable cell Non-excitable cell

AV

C

Figure 20 : Les canaux TRP dépolarisent les cellules excitables et modulent les forces
d’entrée du Ca2+ dans les cellules non-excitables

Gauche : la dépolarisation des cellules excitables, suite a ’ouverture des canaux TRP, régule les canaux Ca?*,
K* et Na* voltage-dépendants. Droite : la dépolarisation membranaire par les canaux TRP diminue I’entrée de
Ca?" via ORAI alors que I’hyperpolarisation de la membrane par les canaux potassiques augmente 1’influx
calcique. Cet influx module ensuite I’activité des canaux TRP et potassiques pour affiner la [Ca?']i. D aprés
(Gees et al., 2010).

Comme évoqué précédemment, nous avons émis I’hypothése que le canal mis en jeu
dans la réponse au glucose des neurones HGE, en plus d’avoir une conductance cationique
non sélective, pourrait étre sensible aux EAOs. De facon intéressante, les canaux TRPC
présente une CCNS et certains d’entre-eux ont la particularité d’étre activés par les EAOs.

Seuls les canaux TRPC seront développés dans la suite de ce manuscrit.

[.2. Les canaux TRPC

Les canaux TRPC ont éte les premiers membres de la famille des TRP a avoir été

identifiés chez ’homme et présentent le plus d’homologies avec ceux de la drosophile. La
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famille des canaux TRPC regroupe sept membres (TRPC 1 a 7), tous exprimés chez I’homme
a I’exception de TRPC2 qui est un pseudogene. Chaque protéine TRPC est codée par un gene
trpc différent. Il existe en revanche différents variants d’épissage pour les protéines TRPC1 et
TRPC4 (Kim et al., 2014)

I1l.2.1.Structure des TRPC

Les sous-types de TRPC peuvent étre classés en 4 familles sur la base des homologies
de séquence: TRPC1, TRPC2, TRPC4/5 et TRPC3/6/7. Comme tous les membres de la
famille des TRP, les TRPC sont caractérisés par six hélices transmembranaires, avec une
boucle formant un pore entre les segments cing et six. Les régions C- et N- terminales sont
intracytosoliques et comportent différents domaines et motifs impliqués dans I’assemblage
des protéines TRP, leur activation et leur régulation par les protéines ou leurs ligands. Le
domaine signature des canaux TRPC, appelé domaine TRP, est localisé aprés le dernier
segment transmembranaire c6té C-terminal et est conservé dans tous les TRPC. La région N-
terminale porte 4 séquences ankyrine de 30 acides animés chacune. Ces séquences jouent un
role dans les interactions protéines/protéines. Elles peuvent interagir avec des domaines
particuliers nommés « coiled-coil » domaines situés sur les fragments N- et C-terminaux des
TRPC. Ces interactions sont nécessaires a la multimérisation des protéines TRPC (Schindl et
al., 2008). Les TRPC contiennent également un site de liaison commun et compétitif a la
calmoduline et au récepteur a I’'IP3 (IP3-R). Ce site a été nommé CIRB (Calmoduline/ IP3-R
binding). Il joue un role important dans la régulation de 1’activation des TRPC, avec une

sensibilité variable selon les TRPC (Tang et al., 2001) (Figure 21A).

Pour étre fonctionnelles, les protéines TRP s’assemblent en homo ou hétéro-tétrameres
(Figure 21B). Un canal peut étre composé de 2 monomeres différents. Des complexes
multimériques composés de 3 monomeres TRPC différents ont aussi €té rapportés
(Zagranichnaya et al., 2005). L’hétéromérisation des protéines TRPC constitue un moyen
efficace pour genérer une grande diversité de canaux aux propriétés biophysiques différentes
avec des modes de régulation distincts (Figure 21B). Par exemple, dans les cellules
endothéliales aortiques, les canaux TRPC3 et TRPC4 s’assemblent pour former un canal
redox-sensible (Poteser et al., 2006). Ce canal présente une conductance différente des
homomeéres TRPC3 ou TRPC4. De plus, I’inhibition de 1’activité de TRPC3 ou TRPC4 abolit
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sa propriété redox-sensible. Enfin, alors que le canal TRPC4 n’est pas activé par les analogues
du diacylglycérol (DAG), le complexe TRPC3/4 I’est (Poteser et al., 2006).

A TRPC B

N

© Ankyrin domain
0 TRP domain
n Colied coil demain

l Calmodulin and IPsR
binding domain

Heterotetramer Homotetramer

Figure 21 : Structure (A) et topologie (B) des canaux TRPC

D’aprés (Song et al., 2011).

lll.2.2.Activation/inhibition physiologique/pharmacologique

.1.1.1. Activation

L’activation des canaux TRPC peut se faire par I’intermédiaire de divers effecteurs

décrits dans les paragraphes suivants. Quatre mécanismes principaux d’activation des TRPC
sont decrits (Figure 22) :

a. activation suite a la déplétion des stocks internes de calcium

b. activation par des ligands
c. activation par translocation a la membrane

d. activation mécanique
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étirement
membranaire

Figure 22 : Principaux mécanismes d’activation des TRPC

1) Les canaux TRPC peuvent étre séquestrés dans des compartiments intracellulaires, et en réponse a des stimuli
(EGF), transloqués & la membrane plasmique ou ils vont contribuer a une entrée calcique.

2) Les TRPC peuvent également étre activés par les DAG formés en réponse a I’activation d’une PLC couplée a
un RCPG (exemple du récepteur de I’acétylcholine).

3) L’activation de la PLC conduit aussi a la formation d’IP3 qui en se liant sur ses récepteurs entraine une
déplétion des stocks de calcium du RE. Les TRPC peuvent s’activer suite a cette déplétion calcique et permettre
une entrée capacitative de calcium (SOCE) afin de remplir les stocks internes.

4) Les TRPC peuvent également étre activés en réponse & un étirement membranaire. Adapté d’aprés (James W.
Putney, 2007)

Il est admis que les TRPC requierent la voie de signalisation de la phospholipase C
(PLC) pour leur activation. 1l y a cependant des variations dans les mécanismes couplant la

PLC avec ’activation des canaux TRPC.

Activation suite a la déplétion des stocks internes de calcium :

Tous les TRPC peuvent étre activés en réponse a la stimulation d’un récepteur a
activité tyrosine kinase (TKR) ou d’un récepteur couplé a un protéine G (RCPG) comme les
récepteurs muscarinique, a orexine ou purinergique (Abramowitz and Birnbaumer, 2009).
Leur stimulation recrute la PLCB a la membrane plasmique et provoque I’hydrolyse des
phospholipides membranaires produisant ainsi de 1’inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) et du
diacylglycérol (DAG). Dans la plupart des types cellulaires, I’IP3 produit une libération des
ions Ca®* du réticulum endoplasmique et une entrée subséquente de Ca?* & partir de canaux
membranaires. Cette entrée de Ca?* a été nommée « store-operated calcium entry » (SOCE)
ou entrée capacitative du Ca®'. Des approches variées de surexpression ou inhibition des
canaux TRPC ont montré qu’ils sont activés par la déplétion des stocks internes de Ca?* ou

sont impliqués dans la SOCE. Bien que I’activation de TRPC1 par une déplétion des stocks
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internes de Ca?* soit admise (Kim et al., 2009), I’implication des autres canaux TRPC dans ce

mécanisme est encore trés largement débattu (voir pour revue (Salido et al., 2011)).

Activation par des ligands :

Un autre mécanisme par lequel la PLC active les canaux TRPC est la production de
seconds messagers et ce, indépendamment de 1’état des réserves de Ca*. Ce mécanisme a été
nomme « receptor-operated calcium entry » (ROCE). Les canaux TRPC 2, 3, 6 et 7 sont
activés par le DAG et ses analogues permeants (comme le 1-oleyl-2-acétyl-sn-glycérol ou
OAQG) et par des inhibiteurs de la DAG lipase (Hofmann et al., 1999). A I’inverse, le DAG a
forte concentration, peut exercer un rétrocontrdle inhibiteur sur TRPC3 et TRPC6 via
I’activation de PKC (protéine kinase C) (Venkatachalam et al., 2003). Les canaux TRPC1 et
TRPC4 ne sont pas directement stimulés par les DAG lorsqu’ils sont exprimeés seul, mais ils
peuvent 1’étre lorsqu’ils sont coexprimés avec TRPC3 (Lintschinger et al., 2000; Poteser et
al., 2006). Quant aux canaux TRPC4 et 5, ils ne sont pas activés par le DAG (Venkatachalam
et al., 2003)

Outre les DAG, les canaux TRP peuvent étre activés par diverses autres ligands tels
que :

- Des molécules organiques exogenes de petites tailles, incluant aussi bien les composes
synthétiques que naturels (OAG, hyperforine...). Malgré 1’engouement pour les canaux
TRPC, il existe peu d’agents pharmacologiques capables d’activer spécifiquement les canaux
TRPC. L’hyperforine et son analogue pharmacologique, le 2,4-diacylphloroglucinols (Hyp9),
sont spécifiques du canal TRPC6 (Leuner et al., 2010). Quant au riluzole, il active le canal
TRPC5 (Richter et al., 2014). 1l n’existe pas encore d’activateur spécifique pour les autres
canaux TRPC.

- Les ions inorganiques comme le lanthane (La®") et le gadolinium (Gd®*) activent
TRPC4 et TRPC5 uniquement (Striibing et al., 2001).

- Les especes actives de ’oxygéne (EAQOSs). L’activation des canaux TRPC par les

EAOs sera développée ultérieurement.
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Activation par translocation a la membrane :

Pour fournir une entrée localisé et restreinte de Ca?* et pour éviter son accumulation
dans la cellule, les canaux TRPC peuvent étre séquestrés dans des vésicules et insérés a la
membrane lorsque cela est nécessaire. Nous avons vu que I’activité des canaux TRPC est
finement régulée. Toutefois, certains canaux TRPC possedent une activité constitutive,
indiquant que 1’exocytose des TRPC a la membrane est suffisante pour les activer. Cette
exocytose peut étre induite par la stimulation d’un récepteur. Par exemple, 1’epidermal growth
factor (EGF) permet la phosphorylation de TRPCS5 et aboutit a son activation a la membrane
(Bezzerides et al., 2004). Dans les cellules HEK, les canaux TRPC3 sont constitutivement
actifs contrairement aux canaux TRPC6 (Dietrich et al., 2003). Dietrich et collaborateurs
montrent que le canal TRPC3 est monoglycosylé alors que TRPC6 possedent deux
glycosylations. De fagon intéressante, 1’¢limination d’un des sites de glycosylation de TRPC6,
par mutagénése in vitro, est suffisante pour convertir le canal TRPC6 en un canal
constitutivement actif, semblable au canal TRPC3. A I’opposé, la création d’un second site de
glycosylation pour le canal TRPC3 réduit son activité basale (Dietrich et al., 2003). Les
canaux TRPC4 ne semblent pas avoir d’activité constitutive (Sung et al., 2009) contrairement
aux canaux TRPC1 (Sinkins et al., 1998). Néanmoins, les mécanismes permettant au canal
TRPC1 d’étre constitutivement actif sont inconnus. Aucune étude a ce jour ne s’est intéressée

a une éventuelle activation constitutive du canal TRPC2.

Les modifications post-traductionnelles comme la glycosylation sont donc un
déterminant majeur dans le mode d’activation des canaux TRPC, soit constitutif soit régulé.
Notons toutefois qu’il est difficile de garantir que les propriétés des canaux TRPC dans des

systémes d’expression, in vitro, soient les mémes que dans les systémes natifs in vivo.

Activation mécanigque :

Certains canaux TRPC sont directement sensibles aux stimuli mécaniques comme le

stress osmotique, I’étirement membranaire ou les forces de cisaillement. Il s’agit par exemple
des canaux TRPC1 (Berrout et al., 2012) dans les cellules endothéliales de la BHE, TRPC5
dans les neurones (Gomis et al., 2008) et TRPC6 dans les cardiomocytes (Seo et al., 2014).

73



Les principaux activateurs des canaux TRPC sont résumés dans le tableau ci-dessous
(Tableau 4). L’activité constitutive ou régulée des canaux TRPC est dépendante du type

cellulaire et de I’environnement spatio-temporel de la cellule.

[.1.1.2. Inhibition

Bien que les connaissances sur les canaux TRPC s’accroissent rapidement, peu
d’inhibiteurs spécifiques sont connus. Le 2-APB, un inhibiteur non spécifique de tous les
canaux TRP, et le SKF-96365, un inhibiteur non spécifique des canaux TRPC, sont les plus
classiqguement employés (Harteneck et al., 2011). Les canaux TRPC3 et TRPC4 peuvent étre
spécifiqguement inhibés par les Pyrazole 3 et 9 (Pyr3, Pyr9) et le ML204, respectivement
(Kiyonaka et al., 2010; Miller et al., 2010). Trés récemment, il a été montré que les dérivés du
2-aminobenzimidazole sont des inhibiteurs spécifiques des canaux TRPC4 et TRPC5 (Zhu et
al., 2015). Il n’existe pas encore d’inhibiteur sélectif des canaux TRPC1, 2, 6, 7. Le lanthane,
le gadolinium inhibent I’entrée de calcium via les canaux TRPCI, 2, 3, 6, 7 mais inhibent

aussi d’autres conductances calciques (Clapham and Garbers, 2005).
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Les principaux inhibiteurs des canaux TRPC sont résumés dans le tableau ci-dessous
(Tableau 4).

Tableau 4 : Principaux activateurs et inhibiteurs naturels ou synthétiques des canaux

TRPC

En gras sont représentés les modulateurs des canaux TRPC.

Canal Activation Inhibition
TRP
naturelle pharmacologique naturelle pharmacologique
RCPG, TKR, PLC, déplétion des
TRPC1 | stocks internes de Ca?, ? La*, Gd** 2-APB, SKF96365
Etirement
TRPC2 | RcPG, TKR, PLC, DAG,
oo . OAG La%*, Gd** 2-APB, SKF96365
(souris) | déplétion des stocks internes ?
RCPG,TKR, PLC, DAG,
. . 2-APB, SKF96365,
TRPC3 | déplétion des stocks internes de | OAG La*, Gd**
Pyr3, Pyr9
Caz"?
Dérivés du 2-
RCPG, TKR, PLC, La%*, Gd**, . _
n aminobenzimidazole 2-APB, SKF96365
TRPC4 | déplétion des stocks internes de :
ML204
Caz*?
Dérivés du 2-
RCPG, TKR, PLC, Etirement . .
aminobenzimidazole
TRPC5 | La*, Gd®, déplétion des stocks | Riluzole 2-APB, SKF96365
internes de Ca2*?
Etirement, RCPG, TKR, DAG,
TRPC6 | hyperforine, déplétion des OAG, Hyp9 La%, Gd** 2-APB, SKF96365
stocks internes de Ca?" ?
RCPG, TKR, DAG, déplétion
TRPC7 . OAG La®*, Gd** 2-APB, SKF96365
des stocks internes de Ca2*?
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I1l.2.3.Expression des canaux TRPC

Les canaux TRPC sont aussi bien exprimés au niveau périphérique que central. 1ls

jouent des roles tres diverses dans 1’organisme.

De facon intéressante pour ce travail de thése, on retrouve les canaux TRPC dans
I’hypothalamus, notamment dans des neurones hypothalamiques contrélant la prise
alimentaire et I’homéostasie énergétique (Qiu et al., 2014). Les canaux TRPC sont aussi

exprimés dans les tissus métaboliques comme le muscle squelettique, le foie et le pancréas.

Le tableau ci-dessous (Tableau 5) récapitule 1’expression et les roles physiologiques
périphériques et centraux connus des canaux TRPC.

Tableau 5 : Expressions et fonctions physiologiques péeriphériques et centrales des
canaux TRPC

Focalisées, en périphérie, sur le muscle squelettique, le pancréas et le foie. D’aprés (Nilius and Owsianik, 2011;
Vennekens et al., 2012).
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Canal Périphérie Central
TRP Expression Fonctions physiologiques Expression Fonctions physiologiques
- muscle - prolifération et différenciation du - hippocampe développement du cerveau,
squelettique muscle squelettique, fatigue - cortex nociception, signalisation
musculaire, homéostasie Ca?* - cervelet glutamatergique, prolifération et
-pancréas - homéostasie Ca?* - tronc cérébral différentiation neuronale,
TRPCL -foie - homéostasie Ca®", volume - ganglion de la base croissance des neurites, guidage du
hépatocytaire, SOC - hypothalamus cone de croissance via BDNF,
génération de courants post-
synaptique excitateurs
TRPC2 | -pancréas - organe voméronasal détection des phéromones
(souris) | "
- muscle - capture du glucose induite par - hippocampe contréle de la locomotion,
squelettique Pinsuline, prolifération et - cortex nociception, activité astrocytaire,
différenciation du muscle - cervelet signalisation glutamatergique,
squelettique, contraction, homéostasie | - substance noire survie neuronale, formation des
TRPC3 ca? - glande pituitaire épines dendritiques, guidage du
-pancréas - prolifération cellules a et B - hypothalamus cone de croissance via BDNF,
-foie -2 régulation de I’activité des
neurones GABAergiques,
- muscle - formation des myotubes - hippocampe signalisation neuronale, libération
squelettique - cortex de GABA, épilepsie, croissance des
-pancréas - cervelet neurites
TRPC4 - thalamus
- tronc cérébral
- bulbe olfactif
- hypothalamus
- muscle - hippocampe développement du cerveau,
squelettique - cortex comportement de peur et de
-pancréas (absent - cervelet récompense, anxiété, plasticité
TRPC5 | dans les ilots) - amygdale cérébrale, morphologie du cone de
-foie - noyau accumbens croissance, croissance des neurites,
(faible expression - hypothalamus signalisation glutamatergique
périphérique)
- muscle - homéostasie Ca®* - hippocampe apprentissage et mémoire, toxicité
squelettique - cortex neuronale, neurodégénérecence,
- cervelet plasticité synaptique, guidage du
TRPC6 | -pancréas - prolifération cellules a et B - substance noire cone de croissance, croissance des
-foie - prolifération muscle lisse, cancer - épithélium olfactif dendrites, signalisation des
hépatique - rétine endocannabinoides
- hypothalamus
- muscle - hippocampe Désordre bipolaire, activité du
squelettique - cortex rythme respiratoire,
-pancréas - cervelet phototransduction,
TRPC7 | -foie - complexe signalisation glutamatergique,

PreBrotzinger,
- bulbe olfactif
- hypothalamus
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111.2.4.TRPC et EAOs

Des études récentes révelent que certaines isoformes TRPC sont directement ou
indirectement sensibles a une élévation de la production d’EAOs. Il s’agit des canaux
TRPC1, 3, 4, 5, 6. Ces canaux TRPC détectent les EAOs soit indirectement via un second
messager soit directement par modifications post-traductionnelles des acides aminés (S-
nitrosylation, phosphorylation, oxydation des groupements thiols). Ces modifications post-
traductionnelles induisent une modification de la conformation du canal TRP permettant leur

ouverture et I’entrée des cations dans la cellule.

Deux canaux TRPC jouent un role important dans le stress oxydatif, le TRPC3 et le
TRPC4. En effet, Balzer et collaborateurs ont été les premiers a montrer I’activation de
TRPC3 en présence d’oxydants, le tert-butylhydroperoxide, dans les cellules endothéliales
(Balzer et al., 1999). Un mécanisme clef impliqué dans I’activation redox de TRPC3 dans les
cellules endothéliales vasculaires passe par la phosphorylation d’une protéine tyrosine kinase
et la stimulation de la PLC par une voie de signalisation inconnue (Groschner et al., 2004).
Poteser et collaborateurs ont ensuite démontré 1’hétéromérisation de TRPC3 et TRPC4 en un
canal redox-sensible par des expériences d’immunoprécipitation, FRET, et de mutant
dominant négatif (Poteser et al., 2006). Ce canal TRPC3/TRPC4 serait activé par les
modifications de la composition lipidiqgue de la membrane plasmique induite par la
cholestérol oxydase (Poteser et al., 2006). Les canaux TRPC5 et TRPC6 sont aussi activés par
les EAOs. En effet, I’'H20> induit 1’activation de TRPC6 par 1’oxydation des groupements
thiols et I’augmentation de sa sensibilité au DAG (Graham et al., 2010; Liu et al., 2013).
L’activité du canal TRPCS5 est aussi modulée par le H.O> (Yoshida et al., 2006).

En plus de modifier I’activité des canaux TRPC, les EAOs sont aussi capables de
moduler I’expression du canal a la membrane et de ce fait modifier 1’activité cellulaire. Par
exemple, les EAOs augmentent I’expression de TRPC6 dans les podocytes (Kim et al., 2012;
Liu et al.,, 2013) et des monocytes (Wuensch et al., 2010). A T’inverse, ils diminuent

I’expression TRPC6 dans les cellules mésangiales du rein (Graham et al., 2011).

Enfin, les canaux TRPC sont aussi des senseurs du NO. Le NO peut activer TRPC1, 4,
5, induisant alors I’entrée de calcium dans les cellules (Yoshida et al 2006). Pour le canal
TRPCS5, 2 résidus cystéines, Cys 553 et Cysb558 sont S-nitrosylées par le NO (Kozai et al.,
2013) (Figure 23). De fagon intéressante et certainement importante, TRPC1 et TRPC4 ont

également conservé ces cystéines, suggérant qu’ils pourraient aussi étre S-nitrosylés.
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l1l.2.5.Canaux TRPC et contréle de ’homéostasie énergétique

l11.2.5.1. Canaux TRPC et diabéte

Récemment, une corrélation entre ’altération de la fonction et/ou de I’expression a la
membrane des canaux TRPC et le diabete a été établie. Les canaux TRPC seraient impliqués
dans les complications de [I’hyperglycémie chronique comme la néphropathie,
I’athérosclérose, 1’angiopathie, la neuropathie... Par exemple, D’insuline stimule Ia
translocation de TRPC3 a la membrane plasmique dans les cardiomyocytes. En revanche,
chez les cardiomycytes de souris ob/ob insulino-résistantes, 1’expression et le trafic de TRPC3
sont diminués (Fauconnier et al., 2007). De plus, chez les patients diabétiques, les vaisseaux
sanguins sont significativement plus contractés que ceux des patients sains. Cette contraction
est inhibée par le SKF96365, un inhibiteur des canaux TRPC (Chung et al., 2009). Le fait que
les canaux TRPC soit perméables Ca?* suggére leur participation dans les processus de mort
cellulaire en conditions physiologiques ou physiopathologiques. Les autres cations pénétrant
dans les cellules via les canaux TRPC pourraient aussi participer a la mort cellulaire en
modifiant le potentiel membranaire. Enfin, pour les canaux TRPC ayant une activité
constitutive, la modification de leur expression & la membrane peut altérer I’homéostasie Ca?*

et le bon fonctionnement des cellules.

L’un des mécanismes impliqué dans les derégulations des canaux TRPC est la

surproduction d’EAOs lors du diabéte. En effet, la voie de signalisation EAOs-PKC contribue

79



a la diminution de I’expression de la protéine TRPC6 lors du diabete dans les cellules
mésangiales humaines. Dans ces cellules, I’hyperglycémie chronique augmente 1’activité de la
NADPH oxydase conduisant a 1’augmentation de la production des EAOs qui active la PKC.
La PKC serait ensuite capable directement ou indirectement de diminuer 1’expression de
TRPC6 (Graham et al., 2011). A I’inverse, Wuensch et collaborateurs ont montré que la
surproduction d’EAOs dans les monocytes, en réponse a de fortes concentrations de glucose,
induit ’augmentation de 1’expression des canaux TRPC (Wuensch et al., 2010). De plus,
I’expression de TRPC6 dans les podocytes est stimulée en réponse a 1I’hyperglycémie via un
mécanisme dépendant de la production des EAOs (Liu et al., 2013).

Liu et collaborateurs proposent un autre mécanisme par lequel le diabéte et I’hyperglycémie
alterent I’expression des canaux TRPC. Il décrivent une voie par laquelle le glucose active la
PI3K qui ensuite favorise la translocation et 1’expression de TRPC6 a la membrane

contribuant aux complications vasculaire du diabéte (Liu et al., 2008).

Ces études suggerent que les modifications d’expression des canaux TRPC jouent un
role dans les effets déléteres de 1’hyperglycémie et du diabéte. Toutefois, les mécanismes
moléculaires mis en jeu et les conseéquences physiologiques de ces modifications restent a étre

déterminés.

1.2.5.2. Canaux TRPC centraux

Depuis peu, les canaux TRPC émergent comme des cibles potentielles dans le contrdle
cérébral de I’homéostasie énergétique. Nous avons vu précédemment que les neurones POMC
sont essentiels pour réguler la prise alimentaire et ’homéostasie énergétique. Les canaux
TRPC1, 4,5 ,6 et 7 sont exprimés dans les neurones POMC (Qiu et al., 2010). L’équipe de M.
Kelly a montré que la leptine et I’insuline activent ces neurones via I’ouverture d’un canal
TRPC, probablement formé de TRPCS. L’activation du canal par ces deux hormones
requiérent la voie de signalisation Janus 2 tyrosine Kinase (Jak2)/ phosphatidylinositol-3
kinase (PI3K) et PLC (Qiu et al., 2010, 2014). La PI3K accélére également I’insertion des
TRPC fonctionnels a la membrane plasmique (Bezzerides et al., 2004) (Figure 24). Certains
neurones POMC du NA expriment les récepteurs a la sérotonine (5-HT2c) qui sont impliqués
dans le contrdle de I’homéostasie énergétique (Xu et al., 2010). De facon intéressante, Sohn et
collaborateurs ont montré que la sérotonine active cette population distincte de neurones
POMC via D’activation des canaux TRPC. Les canaux TRPC1 et TRPC5 sont les deux
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isoformes les plus exprimés dans ces neurones (Sohn et al., 2011). Ces résultats suggerent que
les canaux TRPC fonctionnent en aval des signaux anorexigenes médiés par la serotonine,

I’insuline et la leptine dans les neurones POMC (Tableau 6).

Figure 24 : Modéle proposé de I’activation des canaux TRPC par la leptine et ’insuline
dans les neurones POMC du MBH

L’insuline et sa leptine se lient a leurs récepteurs pour activer la voie de signalisation des protéines IRS et des
kinases PI3 (PI3K). La PI3K active ensuite la PLC qui augmente 1’activit¢ du canal TRPC1 et 5 dans les
neurones POMC. L’activation des canaux TRPC génére la dépolarisation du neurone et augmente son
excitabilité. La PI3K stimule aussi 1’incorporation des canaux TRPC fonctionnels a la membrane plasmique
(Bezzerides et al., 2004). D’apres (Qiu et al., 2014).

L’ensemble de ces ¢tudes, bien que peu nombreuses, montre 1’importance des canaux
TRPC dans les mécanismes centraux régulant la prise alimentaire et 1’homéostasie
énergétique. Toutefois, in vivo et in vitro, la(les) isoformes(s) de canaux TRPC permettant ces

effets ne sont pas clairement définis.

Tableau 6 : Résumeé des neurones hypothalamiques dont la détection des signaux
metaboliques implique les canaux TRPC

Signal métabolique Neurones activés Références
Leptine Neurone POMC (. canal TRPC) (Qiu et al., 2010)
Sérotonine Neurone POMC (via 5SHT2CRs ; 7 canal TRPC) (Sohn et al., 2011)
Insuline Neurone POMC (. canal TRPC) (Qiu et al., 2014)
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Problématique

Le maintien de I’homéostasie glucidique est le fruit d’une régulation fine, a la fois
nerveuse et endocrinienne, assurant un équilibre entre la production et 1’utilisation de glucose
dans 1’organisme. Toutes dérégulations de cette homéostasie glucidique entrainent le

développement de maladies métaboliques.

Le développement croissant de I’Obésité et du Diabéte de Type 2 (DT2) fait de ces
maladies une priorité mondiale en matiere de santé publique. On estime de nos jours
qu’environ 21% de la population mondiale et 40% de la population francaise présente un
surpoids ou une obésité. En ce qui concerne 1’homéostasie glucidique, le syndrome
métabolique laisse présager I’apparition d’un phénomeéne d’insulino-résistance et/ou d’un
DT2. 1l s’agit de la pathologie métabolique la plus répandue au monde et on dénombre &
I’heure actuelle 100 millions de patients dans le monde, avec environ 30 millions en Europe
dont 2,5 millions en France. Selon les prévisions de 1’organisation mondiale de la santé, le
nombre de personnes diabétiques dans le monde entier pourrait passer de 100 millions a plus
de 300 millions en 2030.

Comme nous 1’avons mentionné dans 1’introduction, I’hypothalamus joue un role clef
dans le contrdle I’homéostasie glucidique. Le glucose est capable d’activer les neurones
hypothalamiques indirectement (objectif 1) ou directement (objectif 2). Les objectifs de cette
thése ont été d’étudier :

Obijectif 1 : le role des endozépines dans la communication astrocytes/neurones du

MBH impliqué dans le contrdle de la prise alimentaire et de I’homéostasie énergétique.

- Objectif 2 : le canal impliqué dans la détection directe du glucose des neurones de
type HGE activés par une augmentation de la concentration en glucose et son role dans le
controle de I’homéostasie glucidique en conditions physiologiques ou physiopathologiques
(DT2).
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Résultats et Discussions
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Objectif 1 : le transmetteur glial ODN cible les neurones POMC

hypothalamiques pour contrbler ’homéostasie énergétique via

un mécanisme indépendant du GABA

[.1. Contexte de I'étude

Comme ¢évoqué dans [D’introduction, des avancées importantes ont permis de
caractériser les réseaux de neurones hypothalamiques ainsi que les signaux métaboliques
modulant leur activité pour contréler la balance énergétique. Outre le glucose, les acides gras
a longue chaine (AGLC) peuvent étre directement détectés par I’hypothalamus et jouent un
role clef dans le controle de 1’homéostasie énergétique. Ainsi, une augmentation de la
concentration en acides gras libres dans le 3°™ V induit une inhibition de la PA et une
diminution de la production hépatique de glucose (Obici et al., 2002) et module la sécrétion et
I’action de I’insuline sur le foie en réponse a une charge périphérique en glucose (Cruciani-
Guglielmacci et al., 2004). L’action hypothalamique des AGLC est dépendante de leur
estérification en AGLC-CoA (Picard et al., 2014). Néanmoins, les mécanismes et les types
cellulaires impliqués restent largement inconnus. La protéine de liaison des AGLC-
CoA (ACBP) est connue en périphérie pour sa capacité a lier les AGLC-CoA et former ainsi
un pool intracellulaire nécessaire a leur métabolisme (Feergeman et al., 2007). Cependant, la
fonction d’ACBP dans le métabolisme et les effets hypothalamiques des AGLC sur la balance
énergétique n’a été que peu étudiée. Des données récentes montrent que les astrocytes
hypothalamiques participent au contrdle de la balance énergétique et détectent les signaux
métaboliques circulants dont les AGLC (Chowen et al., 2013; Le Foll et al., 2014). De plus,
ACBP est fortement exprimée dans les astrocytes hypothalamiques (Tonon et al., 1990). Il
aura fallu attendre 2015 pour que 1’équipe du Dr Alquier & Montréal montre que I’ACBP est
un régulateur intracellulaire du métabolisme des AGLC dans les astrocytes hypothalamiques
(Bouyakdan et al., 2015).

Les astrocytes (principales cellules gliales) sécrétent des gliotransmetteurs dont les
endozépines, modulant I’activité neuronale (Costa and Guidotti, 1991). ACBP et ses produits
de clivage comme [’octadecaneuropeptide (ODN) sont des endozépines qui ont eété
initialement identifiées pour leur capacité a inhiber la liaison des benzodiazépines sur le

récepteur GABAA et agir comme agoniste inverse (Costa and Guidotti, 1991). L’expression
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des endozépines est diminuee par le jelne chez le rat et la souris, suggérant que ce systeme est
controlé par le statut métabolique de 1’organisme (Compére et al., 2010; Lanfray et al., 2013).
De fagon intéressante, 1’augmentation de la concentration centrale de glucose stimule
I’expression des endozépines et la libération d’ODN (Lanfray et al., 2013). L’administration
centrale d’ODN exerce de puissants effets anorexigeénes et augmente la tolérance au glucose,
confortant un rdle dans le controle de 1’homéostasie énergétique (Compeére et al., 2010;
Lanfray et al., 2013). Ainsi, les endozépines sont considérées comme un acteur clef dans la
détection hypothalamique du glucose. Toutefois, les cibles cellulaires et les mécanismes
moléculaires d’action des endozépines sont inconnus. Quelques données suggérent que
I’action anorexigéene d’ODN n’impliquerait pas le récepteur GABAA classique des
benzodiazépines, mais requiere un récepteur métabotropique orphelin (do Rego et al., 2007)
ainsi que la voie de signalisation des récepteurs a mélanortine MC3/4R (Lanfray et al., 2013).
L’implication du systétme a mélanocortine dans I’effet anorexigéne de IODN n’a pas
clairement été démontrée. Rappelons que les neurones POMC libérent de 1’a-MSH qui se fixe
sur ses récepteurs MC3/4-R conduisant a la diminution de la prise alimentaire, suggérant que
les neurones POMC pourraient étre une cible des endozépines. Dans le but de mieux
comprendre comment les endozépines modulent la prise alimentaire, nous avons émis
I’hypothése avec I’équipe du Dr Alquier que ’ODN module Pactivité des neurones POMC

hypothalamiques via un mécanisme GABA indépendant.

Ce travail a fait I’objet d’un article soumis dans le « Journal of American Physiology » (cf
Annexes p.154).

l.2. Résultats principaux

Les résultats principaux de cet article sont les suivants :

1) L’ODN module ’homéostasie énergétique via le systéeme a mélanocortine. Les
neurones POMC du MBH sont connus pour diminuer la prise alimentaire et augmenter la
dépense énergétique notamment en augmentant 1’activité locomotrice (cf revue (Myers and
Olson, 2012)). Pour déterminer si I’ODN module I’homéostasie énergétique par
I’intermédiaire des neurones POMC, I’effet anorexigene de I’ODN induit par 1’infusion icv
(ventricule latéral, 100ng) d’ODN a été testé chez des souris génétiquement invalidées pour le

récepteur & mélanocortine MC4-R (souris MC4-R KO). Les résultats montrent que 1’effet
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anorexigéne de I’ODN est perdu chez les souris MC4R KO (Figure 25). De plus,
I’administration d’ODN induit une augmentation de 1’activité locomotrice chez la souris
sauvage qui est abolit chez la souris MC4-R KO (Bouyakdan et al, en soumission). Ces

résultats renforcent I’hypothése que I’ODN active les neurones POMC.
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Figure 25 : Implication du systéme a mélanocortine dans I’effet satiétogene de ’ODN

Suivi de la prise alimentaire au cours du temps en réponse a une infusion icv d’ODN (ODN, 100ng) ou de
solution saline (SAL) chez les souris MC3R WT et MC4R KO (n=6-8/groupe) apres un jelne de 16h. * p<0,05,
**p <0,01 vs. Nacl, Two-Way ANOVA + post-test Bonferroni.

2) L’ODN active spécifiquement les neurones POMC. Pour déterminer si I’ODN
active les neurones POMC du MBH, I’effet de I’ODN a été testé par électrophysiologie sur
des tranches de cerveau de souris POMC-eGFP. Les résultats (Dr Fabienne Liénard) montrent
que I’ODN augmente la fréquence des potentiels d’action de tous les neurones POMC testés
(Figure 26 ; p<0,05). De maniére intéressante, 1’activité électrique des neurones non-GFP,
c-a-d n’étant pas POMC, du NA n’est pas affectée par ’ODN (Figure 26C ; p>0,05). Ces
données suggérent que I’ODN active spécifiquement les neurones POMC du MBH.
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Figure 26: L’ODN dépolarise les neurones POMC du MBH

A) Neurone POMC-eGFP (fleche blanche épaisse) visualisé en lumiére blanche (gauche) et en émission de
fluorescence (droite) durant un enregistrement de patch clamp (la fleche fine blanche représente la pipette
d’enregistrement). B) Enregistrement en configuration cellule attachée d’un neurone POMC-GFP (n=9) activé
par ’ODN (1nM, barre noire épaisse au-dessus de la trace). C) Quantification de la fréquence des potentiels
d’action des neurones POMC (n=9) et non—-POMC (n=15) avant (contrdle, durant les 60 derniéres secondes
avant I’application d’ODN), durant (ODN, durant les 60 dernicres secondes apres 1’application d’ODN) et apres
(réversion, durant 60 secondes, 10 min aprés I’application d’ODN) I’application d’ODN. ** p<0,01 vs. contréle,
One-Way ANOVA + post-test Bonferroni.

3) L’ODN active les neurones POMC via un mécanisme GABAA indépendant.
L’ODN est un agoniste inverse du site de liaison des benzodiazépines du récepteur GABAA.
Pour déterminer si I’ODN active les neurones POMC via un mécanisme GABAa dépendant,
la fréquence et I’amplitude des courants post-synaptiques inhibiteurs GABA (SIPSC) sur les
neurones POMC ont été quantifiées. Les résultats montrent que I’amplitude des SIPSC n’est
pas affectée par I’ODN (Figure 27A). Toutefois, I’ODN diminue la fréquence des sIPSC sur
les neurones POMC. L’ODN diminue également la fréquence des courants GABA des
neurones non-POMC du NA (Figure 27B ; p<0,05). Etant donné que seuls les neurones
POMC voient leur activité électrique augmentée par I’ODN, ces résultats suggerent que
I’activation des neurones POMC par ’ODN fait intervenir un mécanisme indépendant des

récepteurs GABAA, comme suggeré précédemment (do Rego et al., 2007).
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Figure 27: L’ODN diminue la fréquence des sIPSC chez les neurones POMC et non-
POMC du MBH

A) Enregistrement représentatif en configuration voltage-clamp sur cellule entiére d’un neurone POMC (gauche)
et non-POMC (droite) avant (contrdle, durant les 4 derniéres minutes avant ’application d’ODN) ou durant
I’application d’ODN (durant les 4 derniéres minutes des 10 min d’application de I’ODN) B- Quantification de la
fréquence des sIPSC de neurones POMC (en haut) et non-POMC (en bas) avant (contréle ; durant les 4 dernieres
minutes avant I’application d’ODN) et durant ’application d’ODN (ODN ; durant les 4 derniéres minutes avant
I’application d’ODN). * p<0,05 vs. controle (paired t-test).

Pour confirmer ces données, mon implication dans cette étude a consisté a tester
I’effet de ’ODN sur P’activité de neurones hypothalamiques dissociés qui ne présentent
pas de contact synaptique et sont donc isolés de tous courants postsynaptiques GABA.
Pour cela, les changements de [Ca?']i des neurones dissociés de MBH de rat ont été
enregistrés en imagerie calcique comme décrit précédemment (cf matériel et méthodes) a 2,5
mM de glucose en réponse a ’ODN (1 nM). Les enregistrements en imagerie calcique
montrent que ’ODN augmente la [Ca?*]i d’environ 9% des neurones de MBH testés (Figure
28). Ces résultats confirment que ’activation des neurones du MBH par I’ODN fait intervenir

un mécanisme indépendant du GABA.
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Pour aller plus loin, nous avons aussi déterminé si ’ODN affecte ’activité des
neurones de MBH via le récepteur métabotropique déja identifié. Il a été suggéré que
I’ODN module la prise alimentaire par I’intermédiaire d’un récepteur métabotropique
orphelin, distinct des récepteurs GABAAa (do Rego et al., 2007) pour lequel I’antagoniste
sélectif coLOP a eté synthétisé. De fagon intéressante, I’application de coLOP diminue
significativement le nombre de neurones activés par I’ODN ainsi que I’intensité de la réponse
a ’ODN (Figure 28B ; p<0,05). L’ensemble de ces résultats suggérent que I’ODN module
I’activité des neurones hypothalamiques de maniere indépendante des récepteurs GABAA via

« son » récepteur métabotropique.
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Figure 28 : CDLOP inhibe les réponses a ’ODN des neurones du MBH

Enregistrement représentatif en imagerie calcique d’un neurone de MBH activé par ’ODN (1nM) en absence (A
gauche) et en présence de 1’antagoniste au récepteur métabotropique de I’ODN cyclos g[dLeu’]OP (cdLOP)
(10nM ; A droite). Au-dessus de I’enregistrement sont représentées 1’application d’ODN et de CDLOP ainsi que
’application de KCI permettant de vérifier 1’état d’excitabilité des cellules. Les fleches représentent la réponse a
I’ODN (A). Pourcentage de neurones activés par I’ODN dans la culture de neurones dissociés de MBH (B
gauche) et quantification de I’intensité de réponse a ’ODN en absence et en présence de CDLOP (AUC, B
droite). ODN: n=36 neurones ODN-répondants/425 cellules totales ; ODN + cDLOP: n = 17 neurones ODN-
répondants/455 cellules totales, 3 cultures indépendantes. * p<0,05, unpaired t-test.
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[.3. Discussion

Dans cette étude, nous avions émis 1’hypothése que les endozépines inhibent la prise
alimentaire, en modulant I’activité du systéme a mélanocortine via un mécanisme GABA
indépendant. En couplant des techniques in vitro et in vivo, nous confirmons que I’effet
sati¢togene de I’ODN implique 1’activation des neurones POMC du NA. L’activation de ces
neurones par I’ODN est indépendante des récepteurs GABA mais impliquerait un récepteur

métabotropique orphelin.

Plusieurs études supportent I’hypothése que les cellules gliales sont un acteur clef dans
la détection hypothalamique du glucose, mais leur role exact reste flou. Ainsi, certains
neurones GS du MBH détecteraient indirectement le glucose par I’intermédiaire d’une cellule
gliale. De fagon intéressante, I’augmentation de la concentration centrale de glucose stimule
la libération astrocytaire d’ODN dans le NA (Lanfray et al., 2013) qui exerce de puissants
effets anorexigénes et augmente la tolérance au glucose (Compere et al., 2010; Lanfray et al.,
2013). L’ODN participerait donc aux mécanismes en amont de la détection hypothalamique
de I’hyperglycémie. Les cibles cellulaires et moléculaires de I’ODN sont largement
méconnues. De facon intéressante, I’injection icv d’ODN augmente les taux d’ARNm POMC
(Compere et al., 2010). De plus, la voie de signalisation des récepteurs a mélanortine
MC3/4-R est nécessaire a ’effet satiétogéne de I’ODN (Lanfray et al., 2013). Ceci suggere
que les endozépines contrdlent 1’homéostasie énergétique par 1’intermédiaire du systéme a
mélanocortine. En accord avec cette hypothese, nous montrons, pour la premiére fois, que
I’ODN active spécifiquement les neurones POMC pour diminuer la prise alimentaire. Nous
pouvons ainsi proposer que les neurones POMC détectent indirectement 1’hyperglycémie via
la libération d’ODN par les astrocytes. Le rble des neurones POMC comme senseur du
glucose est controversé. Les études qui ont montré leur sensibilité a ce métabolite ont utilisé
I’¢lectrophysiologie, ou les connections cellulaires sont préservées, ne démontrant pas de
maniére irrévocable que les neurones POMC détectent directement ou indirectement
I’augmentation de la concentration de glucose (Claret et al., 2007a; Ibrahim et al., 2003).
Nous montrons qu’aucun neurone POMC en culture, isolé de toute connexion cellulaire, n’est
GS (cf Résultats chapitre 2, p). Ceci suggére que les neurones POMC détecteraient

indirectement I’augmentation de la concentration de glucose.

L’ODN modulerait la prise alimentaire par Dintermédiaire d’un récepteur

métabotropique orphelin, distinct des récepteurs GABAA (do Rego et al., 2007). Nous
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montrons pour la premiere fois que I’ODN module I’activité des neurones hypothalamiques
de maniére indépendante des récepteurs GABAA via un récepteur métabotropique orphelin. Il

reste & determiner la nature de ce récepteur.

Pour conclure, cette étude apporte de nouvelles données sur le réle de la
communication entre astrocytes et neurones hypothalamiques mais permet aussi d’élargir ce
concept a d’autres régions cérébrales impliquées dans la détection centrale du glucose et le
contrle de I’homéostasie énergétique. En accord, I’ODN est fortement présent dans

I’amygdale ou se trouve des neurones GS (Costa and Guidotti, 1991).
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Objectif 2 : Role des canaux TRPC3 hypothalamiques dans la

détection centrale du glucose et le controle de I’hnoméostasie

glucidique

[.1. Contexte de I'étude

Nous étudions au laboratoire les mécanismes moléculaires mis en jeu dans la détection
du glucose par les neurones HGE activés en condition d’hyperglycémie. Ces mécanismes ne
sont que partiellement connus. En effet, notre équipe a montré que l’augmentation de
Iactivité électrique de ces neurones repose sur l’ouverture d’un canal présentant une
conductance cationique non-sélective sans pouvoir 1’identifier précisément. Parallélement,
notre équipe a aussi montré que les EAOs sont produites dans 1’hypothalamus en réponse a
une hyperglycémie cerébrale et impliquées dans le controle de la prise alimentaire et de
I’homéostasie glucidique. Toutefois 1’origine cellulaire et la cible des EAOs restent
inconnues. Ces données suggerent que le canal impliqué dans les neurones HGE soit sensible
aux EAOs en plus de présenter une conductance cationique non-sélective. De facon
intéressante, certains isoformes de la famille des canaux TRPC possédent ces deux
caractéristiques. Ces canaux représentent donc une cible potentielle.

Méme si cela n’a jamais été montré directement, les neurones HGE seraient impliqués
dans le controle de 1’homéostasie glucidique. lls pourraient participer aux réponses
physiologiques induites lors d’une augmentation de la concentration cérébrale en glucose

telles que la diminution de la prise alimentaire et/ou la stimulation de la sécrétion d’insuline.

Nous avons émis I’hypothése que les canaux TRPC sensibles aux EAOs sont
impliqués dans la réponse a ’augmentation de la concentration de glucose des

neurones HGE et dans le controle de I’homéostasie glucidique.

Ainsi, cet objectif a comporté 3 parties :

= La premiére partie a été de déterminer quel canal TRP redox-sensible est exprimé

dans les neurones HGE et s’il est nécessaire a leur réponse au glucose. Ceci a été réalise, in
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vitro, par une approche d’imagerie calcique permettant de suivre 1’activité de cellules
fraichement isolées de MBH de rongeurs (rat/souris) adultes. Afin de mimer une
hyperglycémie dans ce modéle in vitro, nous avons effectué une augmentation de la
concentration extracellulaire en glucose de 2,5 & 10 mM, ce qui nous a permis d’identifier les
cellules HGE. Puis, la réponse au glucose de ces cellules a été mesurée en présence d’agents
pharmacologiques ciblant les canaux TRPC. L’importance du canal mis en jeu a ensuite été
confirmée par une approche génétique. Pour cela, la présence et la réponse au glucose des
neurones HGE chez la souris déficiente pour le canal d’intérét a été étudié par imagerie

calcique.

= Apres identification du canal TRPC mis en jeu dans la réponse au glucose des
neurones HGE, la deuxiéme partie du projet a consisté a déterminer son réle dans le contréle
de ’homéostasie glucidique. Pour cela, des souris déficientes pour le canal TRPC d’intérét
soit dans tout I’organisme (souris TRPC d’intérét KO), soit uniquement dans le MBH (TRPC
d’intérétMBH KO, utilisation de souris TRPC d’intérét lox/lox injectées avec un adénovirus
exprimant la recombinase Cre) ont été utilisées. La diminution de la prise alimentaire et la
stimulation de la sécrétion d’insuline (via I’axe nerveux hypothalamo-pancréatique) induite
par une augmentation de la concentration cérébrale en glucose ont été étudiées. Pour cela,
nous avons utilisé le modele d’injection intracarotidienne d’un bolus de glucose n’affectant
pas la glycémie mais uniquement la concentration cérébrale de glucose, afin d’étudier
uniquement I’implication du cerveau dans la régulation de ces fonctions physiologiques. La
prise alimentaire en réponse a I’hyperglycémie a aussi été mesurée par un test de
réalimentation aprés une mise a jeun. Enfin, ces souris ont été également « phénotypées

métaboliquement » (tolérance au glucose et a I’insuline, prise alimentaire basale, poids).

= La troisieme partie a consisté a déterminer si la réponse au glucose des neurones
HGE hypothalamiques est altérée dans un modéle animal de DT2 précoce induit par une
alimentation enrichie en graisse et en sucre. Pour cela, la réponse au glucose de neurones
HGE a été étudiée par imagerie calcique chez le rat soumis a un régime standard ou

diabétogene pendant 3 semaines.
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La figure ci-dessous représente I’hypothése de mon travail de thése (Figure 29).
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Figure 29 : Schéma représentant I’hypothése de travail
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[1.2. Résultats

I.2.1. Partie 1 : identifier le canal impliqué dans la détection du glucose
des neurones HGE du MBH

I.2.1.1. Caractérisation de la réponse au glucose des neurones HGE du
MBH

Le premier objectif de ce travail a ét¢ d’identifier les mécanismes moléculaires mis en
jeu dans la réponse a I’augmentation de la concentration de glucose des neurones HGE. Pour
cela, nous avons mis en place dans notre laboratoire un modéle de culture de neurones
fraichement dissociés de MBH. Les neurones en culture sont des cellules rondes avec une
membrane tres réfringente (Figure 30).

Fiue 30 : Culture rimaire de cellules dissociées de MBH

Photographie d’un champ représentatif de culture primaire de cellules fraichement dissociées de MBH de rat en
lumiére blanche (A, grossissement x20, Olympus 1X70) et en fluorescence (B ; bleu : marquage nucléaire DAPI,
rouge : marquage neuronal MAP-2).

La seconde étape a consisté a valider la présence de neurones HGE dans ce modeéle de
culture. Pour cela, une installation d’imagerie calcique spécifique a ce projet et permettant de
suivre 1’activité de cellules fraichement dissociées de MBH de rongeurs a été mise en place.
La mesure de la concentration intracellulaire en Ca?* ([Ca?']i) par imagerie calcique est
classiquement utilisée comme indicateur de I’activité électrique neuronale et a déja été utilisée
pour caractériser les neurones GS (Le Foll et al., 2009a; Kang et al., 2004). La [Ca?*]i des
cellules dissociées a été mesurée a l’aide de la sonde calcique Fura2 en réponse a
I’augmentation de la concentration de glucose. Les différentes étapes de mises au point
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permettant d’étudier la détection de I’augmentation de la concentration de glucose des

neurones HGE par imagerie calcique sont résumées dans 1’encadré ci-dessous.

Mises au point en imagerie calcique pour étudier la réponse a I’augmentation de la
concentration de glucose des neurones HGE dans le modeéle de culture

La concentration hypothalamique de glucose chez 1’animal en conditions «normales» étant estimée a environ
2-2,5 mM (de Vries et al. 2003; Dunn-Meynell et al. 2009), les neurones isolés de MBH ont été cultivés a cette
concentration. Dans le but de mimer in vitro une hyperglycémie, une augmentation de la concentration en
glucose de 2,5 a 10 mM a été effectuée. Les neurones présentant une augmentation transitoire
(durée >30secondes, amplitude >0.1 A ratio 340/380) de [Ca®*]; en réponse 4 I’augmentation de la concentration
de glucose ont été qualifiés de neurones de type HGE (Figure)

Le principal challenge a été de déterminer le protocole expérimental permettant d’obtenir 2 réponses
consécutives a I’augmentation de la concentration de glucose de 2,5 & 10 mM pour les neurones HGE. Dans un
premier temps le protocole suivant a été testé :

- I’activité calcique basale des cellules a été enregistrée en perfusant une solution de glucose & 2,5 mM a
3 ml/min pendant 10 min. La concentration de glucose a ensuite été augmentée a 10 mM pendant 10 min. Pour
vérifier la réversion de la réponse au glucose, la chambre a été de nouveau perfusée avec du milieu a 2,5 mM de
glucose pendant 10 min. Pour Vvérifier la reproductibilité de la réponse au glucose, la concentration de glucose a
été de nouveau augmentée a 10mM pendant 10 min. Ce protocole est classiquement utilisé pour étudier les
neurones GS dans ce modele de culture (Kang et al., 2004). En fin d’expérience, une solution de KCl a 50 mM a
été appliquée dans la chambre d’enregistrement pendant 2 min pour vérifier la capacité d’excitabilité des
cellules. 90 a 95 % des cellules répondent au KCI dans ce modéle de culture. Les cellules non répondantes au
KClI sont éliminées de 1’étude.

De facon surprenante 1/3 des neurones HGE ne présentaient pas d’augmentation de la [Ca®']i en
réponse a la seconde augmentation de la concentration de glucose (Figure 31A) et 1/3 ne présentaient pas de
retour a lactivité calcique basale entre les 2 applications de glucose a 10 mM (Figure 31B). Seul 1/3 des
neurones HGE présentaient une réponse au glucose reproductible et un retour a I’activité basale entre les 2
applications de glucose a 10 mM (Figure 31C).
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Figure 31 : Différents profils de réponse au glucose des neurones HGE de MBH

Enregistrement représentatif de I’intensité de fluorescence (ratio 340/380 nm) au cours du temps d’une cellule HGE en
réponse a deux augmentations successives de la concentration extracellulaire en glucose de 2.5 a 10 mM. Au-dessus de
I’enregistrement sont représentées les variations de concentrations en glucose ainsi que 1’application de KCI permettant de
vérifier 1’état d’excitabilité des cellules. Les fléches représentent la réponse au glucose et les ? représentent 1’absence de
seconde réponse au glucose 10 mM (A) et I’absence de retour a I’activité calcique basale (B).
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Pour déterminer si I’absence de retour a 1’activité calcique basale entre les 2 applications de glucose 10
mM et ’absence de seconde réponse au glucose des neurones HGE étaient spécifique de cette population de
neurone GS ou bien lié a un probléme technique, nous avons tenté de reproduire les résultats obtenus par
d’autres équipes sur ce méme modeéle de culture (Kang et al., 2004). Pour cela, deux diminutions successives de
la concentration en glucose de 2,5 a 0,1 mM ont été effectuées pour identifier les neurones Gl dans la culture.
Comme attendu, la diminution de la concentration de glucose induit une augmentation de [Ca?*]i. dans les
neurones Gl (Kang et al., 2004). Contrairement aux neurones HGE, 91% des neurones G| répondent une seconde
fois lors de la seconde application de glucose a 0,1 mM (n=11 neurones HGI/ 100 cellules totales, 3 cultures
indépendantes). En accord avec les résultats de Kang et collaborateurs, la latence de la réponse au glucose des
neurones GI est de ’ordre de 3 min (Figure 32). Ces résultats confirment que la sensibilité au glucose des
neurones hypothalamiques est conservée dans ce modéle de culture. Les prochaines étapes ont consisté a
identifier les conditions optimales d’enregistrement permettant d’obtenir 2 réponses consécutives a
I’augmentation de la concentration de glucose de 2.5 a 10 mM pour les neurones HGE.
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Nous avons ensuite testé si 1’oxygénation (O : 95%, CO, : 5%) des milieux d’enregistrement pouvait
améliorer la reproductibilité des réponses au glucose des neurones HGE et favoriser le retour a I’activité basale
entre les 2 applications de glucose 10 mM. L’oxygénation n’a pas permis d’améliorer ces résultats. De fagon
intéressante, dans ces conditions expérimentales, nous avons identifié une autre population de neurones GS
présentant une diminution de [Ca®*]; en réponse a I’augmentation de la concentration de glucose (Figure 33).
Ces neurones ont été qualifiés de HGI. Les neurones HGI sont trés faiblement représentés dans notre modele de
culture (< 0.1 % ; n = 4/3200 cellules). En raison de leur faible nombre, nous ne nous sommes pas focalisés sur
leur réponse au glucose.
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Enfin, pour favoriser le retour a ’activité basale des neurones HGE entre les 2 applications de glucose
10 mM, le temps de réversion de la réponse a été augmenté a 20 min. De plus, pour favoriser la détection de
I’augmentation de la concentration de glucose des neurones HGE, le temps d’application du glucose a 10 mM a
également été augmenté a 20 min. De fagon intéressante, dans ces conditions expérimentales, 91 % de neurones
HGE présentent une réponse au glucose reproductible et un retour a 1’activité basale entre les 2 applications de
glucose & 10 mM (n=83/953 cellules, 16 cultures indépendantes).

Ce protocole a été conservé dans la suite de cette étude pour caractériser les réponses au glucose
des neurones HGE et déterminer les mécanismes moléculaires impliqués dans la détection de
I’augmentation de la concentration de glucose des neurones HGE.
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En tout, 89 + 3,8 % des cellules de MBH testées sont des neurones HGE
(n=83/953 cellules, 16 cultures indépendantes). Leurs réponses au glucose ont ensuite été
quantifiées en termes d’intensité (aire sous la courbe, AUC), d’amplitude, de durée et de
latence de la réponse grace a ’utilisation de logiciel Mathlab (Figure 34). L’augmentation de
la concentration en glucose extracellulaire de 2,5 a 10 mM induit une augmentation
transitoire (Figure A, D ; durée : 1% réponse: 341 + 39 secondes vs. 2" réponse: 373 + 39
secondes; p>0,05) et reproductible de la [Ca®*]i dans les neurones HGE (Figure 34A, B, C;
AUC : 1°€ réponse: 35,2 + 4,4 vs. 2" réponse: 42,5 + 7,0 u.a.; amplitude : 1% réponse:
0,51 + 0,0 vs. 2" réponse: 0,48 + 0,0 A ratio 340/380; p>0,05). De fagon intéressante, la
latence de la 2" réponse au glucose des neurones HGE diminue de 37,5 + 4,9% (Figure
34E ; p<0,001).
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Figure 34 : Caractérisation des réponses au glucose caractéristiques des neurones HGE
de MBH

Enregistrement représentatif de I’intensité de fluorescence (ratio 340/380 nm) au cours du temps d’une cellule
HGE en réponse a deux augmentations successives de la concentration extracellulaire en glucose de 2,5 a 10
mM. Au-dessus de I’enregistrement sont représentés les variations de concentrations en glucose ainsi que
’application de KCI permettant de vérifier 1’état d’excitabilité des cellules. Les fleches représentent la réponse
au glucose (A). Quantification de ’intensité (AUC ; A), amplitude (B), durée (C) et latence (D) de la 1% (noir)
et 2" réponse (orange) au glucose 10 mM. n = 71 HGE/ 953 cellules totales, 16 cultures indépendantes ; ***
p<0,001, paired t-test.
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.2.1.2. Nature des neurones HGE

Nous avons vu dans I’introduction que le neuromédiateur exprimé par les neurones
HGE du MBH ne fait pas 1’objet d’un consensus. Ibrahim et coll. et Claret et coll., pour qui
les neurones POMC sont des neurones GE, ont testé la sensibilité au glucose des neurones
POMC de souris C57BI6 Jackson alors que Fioramonti et coll, pour qui les neurones POMC
sont non gluco-sensibles, ont utilisé des souris C57BI6 donnees par le Pr Friedman (Claret et
al., 2007; Fioramonti et al., 2007; lbrahim et al., 2003; Pinto et al., 2004). La différence de
souche de souris pourrait expliquer ces résultats controversés. Notons également que
I’ensemble de ces études a été réalisé sur tranches de cerveau, en électrophysiologie, ou les
connections cellulaires sont préservées, ne permettant pas de conclure si les neurones POMC
détectent directement ou indirectement 1’augmentation de la concentration de glucose. Nous
avons réalisé des cultures de neurones isolés de MBH de souris POMC-eGFP de chez
Jackson, dans le but de confirmer (ou non) que les neurones POMC sont des neurones gluco-
sensibles et de déterminer, pour la premiére fois, s’ils répondent directement (ou non) a
I’augmentation de la concentration de glucose. L’activité calcique des cellules a été
enregistrée en réponse & 2 augmentations successives de la concentration de glucose de 2,5 a
10 mM, comme précédemment. Les neurones POMC, fluorescents grace a I’eGFP, sont

facilement discriminables des autres cellules au sein de la culture (Figure 35A, B).

La modification de la concentration en glucose extracellulaire de 2,5 a 10 mM induit
une augmentation transitoire et reproductible de la [Ca?*]i de cellules de MBH validant la
présence de neurones HGE (Figure 35A, B, C gauche). Toutefois pour tous les neurones
POMC enregistrés aucun ne présente d’augmentation de la  [Ca®']i en réponse &
I’augmentation de la concentration de glucose (Figure 35A, B, C droite ; n=13 neurones
POMC, 3 cultures indépendantes) suggérant que les neurones HGE ne sont pas des
neurones POMC. Contrairement aux études d’lbrahim et coll. et Claret et coll., nos données
suggérent également que les neurones POMC détecteraient indirectement 1’augmentation de

la concentration de glucose, via un couplage avec une autre cellule GS (neuronale ou gliale?).
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Figure 35 : Les neurones HGE ne sont pas des neurones POMC

Photographie d’un champ représentatif de culture primaire de cellules fraichement dissociées de MBH de souris
POMC-eGFP en lumiére blanche (A) et en émission de fluorescence permettant de visualiser I’eGFP (B). Traces
représentatives d’un neurone HGE (C gauche) et d’un neurone POMC (C droite) en réponse & deux
augmentations successives de la concentration de glucose de 2,5 a 10 mM.

1.2.1.3. Implication des EAOs dans la réponse au glucose des neurones HGE

Pour déterminer si les EAOs participent a la réponse au glucose des neurones HGE, la
seconde augmentation de la concentration de glucose de 2,5 a 10 mM a été réalisée en
présence d’un cocktail d’antioxydants (trolox, gluthation (GSH)) ou de la catalase, une

enzyme qui décompose spécifiquement le peroxyde d’hydrogene (H202) en eau.

La quantification de ’AUC montre qu’environ 95% des réponses au glucose des
neurones HGE sont bloquées par les antioxydants (Figure 36A, B, C gauche;
G+Trolox/GSH : inhibition 79,4 + 7,4 % vs. 1% réponse, p<0,001 ; G+catalase : inhibition
82,4 + 10,9 % vs. 1% réponse, p<0,01]. Le cocktail d’antioxydants et la catalase n’ont aucun

effet sur la latence de la seconde réponse au glucose chez les neurones HGE présentant une
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réponse résiduelle (Figure 36C droite ; p >0,05). Pour vérifier que les antioxydants n’altérent
pas I’¢tat d’excitabilité des neurones HGE ce qui pourrait fausser l’interprétation de nos
résultats, I’amplitude de la réponse au KCl a été quantifiée en présence des différents
antioxydants. Le trolox, le GSH et la catalase ne modifient pas 1’état d’excitabilité des
neurones HGE (Figure 36D ; p>0,05).

Ces données montrent que les EAOs, et plus précisément I’H202, sont impliqués

dans la réponse au glucose des neurones HGE.
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Figure 36 : Les EAOs sont impliquées dans la réeponse au glucose des neurones HGE de
MBH

Enregistrements représentatifs de la réponse au glucose d’un neurone HGE inhibé en présence d’un cocktail
d’antioxydants (A ; Trolox 0,2 mM + Glutathion 0,1 mM) ou de la catalase (4000 U/ml ; B). Quantification de
I’intensité (AUC, C gauche), de la latence (C droite) de la 2" réponse résiduelle au glucose 10 mM en présence
de glucose seul, antioxydants ou catalase. Quantification de I’amplitude de la réponse au KCI1 (D) en présence
de glucose seul, antioxydants ou catalase. Les nombres sur les histogrammes représentent le nombre de neurones
HGE analysés. Trolox/GSH : n= 149 cellules totales analysées, 3 cultures indépendantes ; Catalase : n= 326
cellules totales analysées, 5 cultures indépendantes. ** p<0,05, *** p<0,001 vs. 1¢¢ réponse, paired t-test; ns
p>0,05 vs. Glucose, one-way ANOVA + post-test Bonferroni.
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La seconde étape a été de déterminer si les neurones HGE du MBH produisent eux-
mémes les EAOs. Pour répondre a cette question I’activité calcique de neurones du MBH
(sonde calcique) ainsi que la production de mEAOs (sondes sensibles aux EAOs) ont été
enregistrées en parallele par double imagerie cellulaire. (Cette expérience a été réalisée en
collaboration avec Natalia Shirokova et Vanessa Routh (Rutgers University, Newark, New
Jersey), chez qui j’ai eu ['opportunité d’apprendre cette nouvelle technique pendant un mois
en décembre 2014). Les cellules ont été incubées avec la sonde calcique Asante Calcium Red
(excitation dans le rouge, 540 nm) et la sonde sensible aux EAOs H,DCFDA (excitation dans
le vert, 488 nm). L’émission de fluorescence de ces 2 sondes a été enregistrée simultanément
au cours du temps en réponse a I’augmentation de la concentration de glucose de 2,5 a 10
mM. La sonde HDCFDA est oxydée de facon irréversible par les EAOs induisant une
augmentation progressive de 1’intensité de fluorescence au cours du temps comme représenté
sur la Figure 37 (droite). Lorsqu’une cellule produit des EAOs, une augmentation de la pente
de la courbe de fluorescence est attendue (Zhou et al., 2015). Nos résultats montrent que
I’augmentation de la concentration de glucose n’induit pas d’augmentation de cette pente chez
les neurones HGE (Figure 37). Ces résultats suggeéreraient que les neurones HGE ne

produisent pas les EAOs.
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Figure 37 : Mesure de la production d’EAOs des neurones HGE en réponse au glucose
Enregistrements représentatifs d’un neurone HGE en imagerie calcique (Asante calcium red, gauche) et en

imagerie H,DCFDA (droite) en réponse a I’augmentation de la concentration de glucose de 2,5 a 10 mM.
L’ application de H.0, (200 mM) permet de vérifier la sensibilité de la sonde H,DCFDA aux EAOs.
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1.2.1.4. Implication des canaux TRPC3/4 dans la réponse au glucose des

neurones HGE

Il a éte démontré que la sensibilité au glucose des neurones HGE est indépendante de
la fermeture des canaux Kar (contrairement aux neurones GE du MBH) et repose sur un canal
a conductance cationique non-sélective (Fioramonti et al., 2004). Pour confirmer ces résultats,
les réponses au glucose ont été analysées en imagerie calcique en absence puis en présence de
diazoxide (250uM), un activateur (« ouvreur ») des canaux Kar. Le diazoxide n’affecte pas
I’intensité de la réponse au glucose des neurones HGE (Figure 38A, B gauche). En revanche,
la latence de la seconde réponse au glucose est significativement plus importante en présence
de diazoxide (Figure 38B droite ; augmentation 212,7 £ 28,0% vs. Glucose ; p <0,001). Ceci
suggere que la rapidité de la réponse au glucose des neurones HGE est altérée. La diazoxide
hyperpolarise les neurones ce qui pourrait expliquer ce résultat. L’amplitude de la réponse au
KCl n’est pas affectée par le diazoxide (Figure 38C ; p>0,05). Ces résultats confirment que
les canaux Katp ne sont donc pas impliqués dans la réponse au glucose des neurones
HGE.

103



A KCl

o 25,10 o5 _ 10 =

o 3,5 1

S Diazoxide

oo 31

R

5o 257 1 g

5 X

= (a0} 2

o 9

T & i

@ g 15

5 3

0n = 4

4 1

9]

c 0,5 . : . : . . .
0 10 20 30 40 50 60 70

Temps (min)

oy)
@)

ns

HtH 6

Qo 140 1 o, 140 — — v 2 1
c = 120 - 2 120 | 8o
o n S 28 15
o > 100 A Q = 100 A c» 15 T
Lo Lo 22
[ O 8 80 A () 8 80 A *k% N5 |
205 o o =5 1
w < 60 1 og 60 1 Q =
== o= S g
O 5 40 c 2 40 A 23 i
= b T 20 A
c X 20 85 S
- 0 - T 1 0 - T 1 < 0 - T 1

<& < & < %

& & & &
o o <

Figure 38 : La réponse au glucose des neurones HGE du MBH est indépendante des
canaux Kartp

Enregistrement représentatif de la réponse au glucose d’un neurone HGE en absence et en présence de diazoxide
(A). Quantification de I’intensité (AUC, B gauche) et de la latence (B droite) de la 2" réponse au glucose 10 mM
en absence et en présence de diazoxide (B ; 250uM) et amplitude de la réponse au KCI (50mM). n=14 neurones
HGE/ 192 cellules totales, 3 cultures indépendantes. *** p<0,001 vs. 1% réponse, paired t-test ; ns p>0,05, #*#
p<0.001vs. Glucose, one-way ANOVA + post-test Bonferroni.

En raison de leur sensibilité aux EAOs et leur conductance cationique non sélective,
nous avons émis 1’hypothése que les canaux TRPC sont impliqués dans la réponse a
I’augmentation de la concentration de glucose des neurones HGE. Pour répondre a cette
question, la seconde augmentation de la concentration de glucose de 2,5 a 10 mM de glucose
a été réalisée en présence de SKF96365 (5 uM), un inhibiteur non-sélectif des canaux TRPC.
La quantification de I’AUC montre que 100% des réponses au glucose des neurones HGE
sont inhibées par le SKF96365 (Figure 39A, F gauche ; inhibition: 89,3 + 4,0 %
vs. 1%¢ réponse ; p<0,001). De plus, la latence de la seconde réponse au glucose est
significativement plus importance en présence de SKF96365 comparée a celle en condition

contréle chez les neurones HGE présentant une réponse résiduelle (Figure 39A, F droite ;

104



augmentation 255,5 £ 27,3% vs. Glucose ; p<0,001). L’inhibition des canaux TRPC altére
donc I’intensité et la rapidité de la réponse au glucose des neurones HGE. Les canaux TRPC
sont donc impliqués dans la sensibilité au glucose des cellules HGE.

70% des neurones HGE testés présentent une inhibition de la réponse au glucose en
présence de Pyr3, un inhibiteur spécifique des canaux TRPC3 (Figure 39B, F gauche;
inhibition 69,0 + 12,5 % vs. 1 réponse; p <0,005). L’OAG, un analogue perméable du DAG
activant le canal TRPC3, mime la réponse au glucose pour 65% des neurones HGE testés
(Figure 39E, F gauche ; Glucose : 17,7 £ 4,1 u.a. vs. OAG : 17,40 + 6,1 u.a. ; p>0,05). La
latence de la seconde réponse au glucose est significativement plus importante en présence de
Pyr3 comparée a celle en condition contréle pour les neurones HGE présentant une réponse
résiduelle (Figure 39B, F droite ; augmentation 160,7 + 24,9% vs. Glucose ; p<0,05).
L’OAG n’affecte pas la latence de la seconde réponse au glucose (Figure 39F droite). Le
canal TRPC3 est donc impliqué dans la réponse au glucose de la majorité des neurones
HGE.

De facon intéressante, 100% des réponses au glucose des neurones HGE sont inhibées
par le SKF96365 contre seulement 70% par le Pyr3. De plus, ’augmentation de la
concentration de Pyr3 utilisée (5 uM) n’augmente pas le pourcentage d’inhibition des
réponses au glucose, ni la diminution de I’intensité des réponses (données non montrées). Ces
résultats suggérent qu’un autre canal TRPC, en plus du canal TRPC3, serait impliqué
dans la réponse au glucose des neurones HGE. Nous proposons que ce soit un autre canal
TRPC car I’inhibiteur TRPC non-sélectif SKF96365 inhibe la réponse de tous les neurones
HGE.

Nous avons vu dans [Dintroduction que le canal TRPC3 est capable de
s’hétérodimériser avec le canal TRPC4 pour former un canal redox-sensible dans les cellules
endothéliales (Poteser et al., 2006). Nous avons émis I’hypothése que le canal TRPC4 serait
également impliqué dans la réponse au glucose des neurones HGE. Pour répondre a cette
question nous avons étudié la réponse au glucose des neurones HGE en absence puis en
présence de ML204 (1 uM), un inhibiteur spécifique du canal TRPC4. Le ML204 inhibe la
réponse au glucose pour 72% des neurones HGE testés (Figure 39C, F gauche ; inhibition
89,3 + 4,9 % vs. 1° réponse; p <0,005). De fagon intéressante, 1’inhibition simultanée des
canaux TRPC3/4 inhibe 82% des réponses au glucose des neurones HGE (Figure 39D, F

gauche ; inhibition 97,2 + 1,7 % vs. 1 réponse ; p<0,001). La latence de la seconde réponse
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au glucose n’est pas affectée par le ML204 et le ML204+Pyr3 pour les neurones HGE
présentant une réponse résiduelle (Figure 39F droite ; p>0,05).

L’amplitude de la réponse au KCIl n’est pas affectée par les différents agents
pharmacologiques des canaux TRPC (Figure 39G ; p>0,05).

L’ensemble des résultats obtenus en pharmacologie suggére que les canaux

TRPC3/4 sont impliqués dans la sensibilité au glucose des neurones HGE.
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Figure 39 : Effet de la pharmacologie des canaux TRPC sur la réponse au glucose des
cellules HGE de MBH.

Enregistrements représentatifs de la réponse au glucose d’un neurone HGE affecté par I’inhibiteur non
spécifique des canaux TRPC (A ; SKF96365, 5uM), I’inhibiteur spécifique du canal TRPC3 (B ; Pyr3, 1uM) ou
TRPC4 (C; ML204, 1uM), I’inhibition simultanée du TRPC3/4 (D) ou par I’activateur du canal TRPC3 (E ;
OAG 2-Acetyl-1-oleoyl-sn-glycerol, 10uM). Quantification de I’intensité (AUC ; F gauche) et de la latence (F
droite) de la 2" réponse au glucose 10 mM en absence et en présence des différents agents pharmacologiques
des canaux TRPC et quantification de I’amplitude de la réponse au KCI (G). Les nombres sur les histogrammes
représentent le nombre de neurones HGE analysés. SFK96365: n=216 neurones analysés; Pyr3: n=372
neurones analysés; ML204 : n=492 neurones analysés; Pyr3+ML204 : n=258 neurones analysés ; OAG seul :
n=191 neurones analysés, n=3-5 cultures indépendantes. ** p<0,005, ***p<0,001 vs. 1¢€ réponse, paired t-test.
### p<0,001, ns p>0,05 vs. Glucose, one-way ANOVA + post-test Bonferroni.
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Dans la suite de cette étude, nous nous sommes focalisés sur le canal TRPC3. Pour
confirmer son implication dans la réponse au glucose des neurones HGE, nous avons
recherché la présence de neurones HGE chez la souris génétiquement invalidée pour le canal
TRPC3 dans tout ’organisme (souris TRPC3"% KO). Le pourcentage de neurones HGE chez
les souris TRPC3©® KO est similaire & celui des souris sauvages TRPC3©@e WT
(Figure 40C ; TRPC3“® WT: 6,1 + 0,5%, vs. TRPC3™® KO : 5,9 + 0,4% ; p>0,05). En
accord avec les données pharmacologiques, I’intensité de la réponse au glucose des neurones
HGE issus des souris TRPC3®® KO est significativement réduite par rapport aux souris
TRPC3©8 WT (Figure 40A, B, D gauche ; inhibition : 32,9 + 8,6% ; p<0,05). La latence de
la réponse au glucose des neurones HGE issus des souris TRPC3™@¢ KO est significativement
supérieure par rapport aux souris TRPC3“® WT (Figure 40A, B, D droite ; augmentation :
29,2 +10,3% ; p<0,05). De fagon surprenante, I’amplitude de la réponse au KCI des neurones
HGE issus des souris TRPC3® KO est significativement supérieure par rapport aux souris
TRPC3“% WT mais cela n’affecte pas I’interprétation des résultats quant au role des canaux
TRPC3 dans la réponse au glucose des neurones HGE (Figure 40E ; augmentation :
20,2 + 8,0% ; p<0,05). Ces résultats confirment le réle du canal TRPC3 dans la réponse au
glucose des neurones HGE. La présence des neurones HGE chez la souris TRPC3©% KO
renforce 1’idée que d’autres canaux seraient impliqués dans la réponse au glucose des

neurones HGE.
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Figure 40 : Implication des canaux TRPC3 dans la réponse au glucose des neurones
HGE du MBH

Traces représentatives de la réponse au glucose d’un neurone HGE chez la souris sauvage (TRPC3©% WT; A) ou
génétiquement invalidée pour le canal TRPC3 (TRPC3©® KO; B). Pourcentage de neurones HGE (C),
quantification de I’intensité (AUC ; D gauche) et de la latence (D droite) de la 2™ réponse au glucose 10 mM (C)
et amplitude de la réponse au KCI (50mM) chez souris sauvage (noir) ou génétiquement invalidée pour le canal
TRPC3 (B, rouge). TRPC3©2 WT : n=34 HGE/576 cellules totales ; TRPC3®® KO : n=32 HGE/651 cellules
totales ; 4 cultures indépendantes. * p<0,05, unpaired t-test.

L’ensemble des résultats obtenus par des approches complémentaires,
pharmacologique et génétique, montre que les canaux TRPC3/4 sont impliqués dans la

réponse au glucose des neurones HGE.

Sachant que le canal TRPC4 est impliqué dans la réponse au glucose des neurones HGE
et que les neurones HGE sont toujours présents chez la souris TRPC3% KO, nous avons
déterminé si des compensations en termes d’expression apparaissaient pour ce canal dans le
MBH chez la souris TRPC3™@ KO. Des résultats préliminaires montrent qu’il n’y a pas de
différence significative d’expression du canal TRPC4 dans le MBH des souris TRPC3"%®' KO
(Figure 41 ; p>0,05). Des analyses sont en cours pour augmenter les effectifs et confirmer ce
résultat.
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Figure 41 : Expression des canaux TRPC4 dans le MBH chez la souris TRPC3®@ KO

Quantités relatives des ADNc TRPC4 normalisées par rapport au gene de référence 36B4 dans le MBH des
souris TRPC3®® WT (n=6) et TRPC3®® KO (n=8).

11.2.2. Partie 2 : Déterminer le(s) réle(s) physiologique(s) des canaux TRPC3

dans le contréle de ’homéostasie glucidique

Le but de cette partie est de déterminer si les canaux TRPC3 du MBH sont impliqués
dans le controle de I’homéostasie énergétique. Il est connu qu’une augmentation de la
concentration cérébrale en glucose induit la stimulation de la sécrétion d’insuline ainsi qu’une
diminution de la prise alimentaire (Carneiro et al., 2012) en plus d’une diminution de la
production hépatique de glucose (Lam et al., 2005). Nous avons émis 1’hypothése que les
canaux TRPC3, mis en jeu dans la réponse au glucose des neurones HGE du MBH, sont
impliqués dans la détection centrale du glucose. Pour répondre a cette question, nous avons
déterminé si la diminution de la prise alimentaire (effet satiétogéne du glucose) et la
stimulation nerveuse de la sécrétion d’insuline (via I’axe nerveux hypothalamo-pancréatique)
induite par une augmentation de la concentration cérébrale en glucose étaient altérées chez

des souris déficientes pour le canal TRPC3.
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[.2.2.1. Implication des canaux TRPC3 du MBH dans la détection de
I’hyperglycémie

A. Canaux TRPC3 centraux et sécrétion nerveuse d’insuline

Dans un premier temps nous nous sommes intéressés a 1’axe hypothalamo-
pancréatique. Notre equipe a mis en place un test de détection centrale de I’hyperglycémie qui
consiste & injecter un bolus carotidienne de glucose vers le cerveau (25 mg/kg) induisant
1 min aprés ’injection un pic de sécrétion d’insuline en périphérie chez la souris. Cette
injection ne provoque aucune modification de glycémie périphérique, la sécrétion observée
est donc uniquement due a la détection cérébrale de I’augmentation de la concentration de
glucose. Notons que ce test a originellement été mis au point dans le laboratoire chez le rat
(Atef et al., 1997). Durant ma thése j’ai participé a sa mise en place chez la souris (pour
pouvoir utiliser des modéles transgéniques). Cette mise au point a été publiée en collaboration

avec Thierry Alquier dans le journal « Molecular Metabolism » (Fergusson et al., 2014).

Pour déterminer si les canaux TRPC3 centraux sont impliqués dans la sécrétion
d’insuline induite par la détection centrale de I’hyperglycémie, ce test a été réalisé, dans un
premier temps, chez des souris déficientes pour le canal TRPC3 dans tout 1’organisme (Souris
TRPC3ttle KO). Les souris TRPC3® KO, sécrétent significativement moins d’insuline que
les souris TRPC3™®" WT en réponse & I’injection intra-carotidienne d’un bolus de glucose
(Figure 42 droite ; inhibition 77,0 £ 14,3 % ; p < 0,05). Notons qu’avant le test (t=0) la
glycémie de souris anesthésiées TRPC3? KO est significativement supérieure a celle des
animaux sauvages (Figure 42 gauche ; augmentation 114,9 + 5,4 % ; p < 0,05), suggérant un
état diabétique des souris TRPC3"® KO.
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Figure 42 : Implication des canaux TRPC3 centraux dans la sécrétion nerveuse
d’insuline induite par une hyperglycémie cérébrale

Suivi de la glycémie (courbes de gauche) et de la sécrétion d’insuline (courbes de droite ; delta insulinémie par
rapport au temps t=0min avant injection, aire sous la courbe (AUC)) chez les souris TRPC3®®™¢ WT (noir, n=8)
et TRPC3®®¢ KO (rouge, n=13) en réponse au bolus carotidien de glucose (25mg/kg) en direction du cerveau.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + sem. # p <0,05 vs. WT, Two-Way ANOVA + post-test
Bonferroni ; ** : p < 0,01 vs. WT, unpaired t-test.

Néanmoins, on peut se demander si la diminution de la sécrétion d’insuline chez les
souris TRPC3™@¢ KO ne serait pas liée a leur hyperglycémie basale plutot qu’a une altération
de la détection centrale de I’hyperglycémie. Ainsi, nous avons effectué une approche
pharmacologique, in vivo chez le rat pour confirmer I’implication des canaux TRPC3 centraux
dans la sécrétion d’insuline induite par la détection centrale de I’hyperglycémie. Pour cela, du
Pyr3 (3 uM, 1 pl en 10 min), inhibiteur spécifique du canal TRPC3, ou de 1’aCSF (artificial
cerebrospinal fluid) a été injecté par stéréotaxie dans le MBH de rat et la sécrétion d’insuline
en réponse a I’injection intra-carotidienne d’un bolus de glucose mesurée (9 mg/kg), comme
précedemment. La glycémie est similaire entre les 2 groupes d’animaux durant le test. Les
résultats montrent que l’inhibition de l’activit¢é du canal TRPC3 dans le MBH diminue
significativement la sécrétion d’insuline de 42,1 + 11 %, sans modification de la glycémie

périphérique (Figure 43 ; p<0,05).
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Figure 43 : Implication des canaux TRPC3 centraux dans la sécrétion nerveuse
d’insuline induite par une hyperglycémie cérébrale

Suivi de la glycémie (courbes de gauche) et de la sécrétion d’insuline (courbes de droite ; delta insulinémie par
rapport au temps t=0min avant injection) en réponse au bolus carotidien de glucose (25 mg/kg) en direction du
cerveau chez les animaux contrdles (Ctrl, n=9 rats) ou infusés avec I’inhibiteur du TRPC3 (Pyr3, 3uM) dans le
MBH (Pyr3, n=8 rats). Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + sem. * p < 0,05 vs. WT, Two-Way
ANOVA + post-test Bonferroni.

Le canal TRPC3, mis en jeu dans la réponse au glucose des neurones HGE,
apparait donc nécessaire a la détection centrale de I’hyperglycémie, qui conduit a la

sécrétion d’insuline suite 2 une augmentation de la concentration cérébrale de glucose.

B. Canaux TRPC3 centraux et signal satiétogéne du glucose

Dans un second temps, nous avons déterminé si les canaux TRPC3 centraux sont
impliqués dans la diminution de la prise alimentaire en réponse a I’hyperglycémie cérébrale.
Pour cela, I’effet anorexigéne du glucose induite par une augmentation de la concentration
cérebrale en glucose a été étudiée en réponse a I’injection ip ou icv de glucose chez les souris
TRPC3"“® KO mises a jeun pendant 18h. L’accés a la nourriture a été restauré 30 min aprés
I’administration de glucose et la prise alimentaire mesurée pendant les 6 heures suivant
I’injection de glucose. Soulignons que 1’expérience de prise alimentaire en réponse au glucose

icv chez la souris, a nécessité sa mise en place dans le laboratoire.

La prise alimentaire est significativement inférieure chez les souris TRPC3™® WT ayant
recu une injection ip de glucose comparée aux souris TRPC3® WT ayant recu la solution
contr6le de NaCl (osmolarité identique entre les différentes solutions) (Figure 44 ; p<0,05).

Ces résultats vont dans le sens du réle satiétogene du glucose di a sa détection cérébrale
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(Carneiro et al., 2012). En revanche, 1’effet anorexigéne du glucose administré en ip est aboli
chez les souris TRPC3™® KO (Figure 44 ; p>0,05).
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Figure 44 : Implication des canaux TRPC3 centraux dans I’effet satiétogéne du glucose
en réponse a une hyperglycémie systémique

Suivi de la prise alimentaire au cours du temps en réponse a une injection ip de glucose (2mg/kg) ou de NaCl
chez les souris TRPC3“® WT (NaCl : n=7 ; Glucose : n=8) et TRPC3"® KO (NaCl : n= 6; Glucose : n=7) aprés
un jedne de 18h. * p<0,05, ** p <0,01 vs. Nacl, Two-Way ANOVA + post-test Bonferroni.

L’injection ip de glucose augmente les niveaux plasmatiques, et centraux, d’autres
paramétres métaboliques, en plus du glucose tels que I’insuline ou le GLP1 qui pourraient étre
responsables des effets anorexigénes observés. Pour déterminer si les canaux TRPC3 régulent la
prise alimentaire spécifiquement par le « signal » glucose, du glucose a été infusé icv (125 g
dans 2 pl en 5 min). La prise alimentaire est significativement inférieure chez les souris
TRPC3© @ WT ayant recu une infusion de glucose icv comparée aux souris TRPC3©® WT
ayant recu la solution contr6le de sucrose (osmolarité identique entre les différentes solutions)
(Figure 45 ; p<0,05). En revanche, I’effet anorexigéne du glucose administré icv est aboli chez
les souris TRPC3®® KO (Figure 45 ; p>0,05)
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Figure 45 : Implication des canaux TRPC3 centraux dans I’effet satiétogéne du glucose
(icv) lors de I’hyperglycémie

Suivi de la prise alimentaire au cours du temps en réponse a une infusion icv de glucose ou de sucrose
(ventricule latéral, 125 pg) chez les souris TRPC3©® WT (Sucrose : n=6 ; Glucose : n=5) et TRPC3*® KO

(Sucrose : n=6; Glucose : n=6) aprés un jelne de 18h. * p<0,05 vs. Sucrose, Two-Way ANOVA + post-test
Bonferroni.

Le canal TRPC3 central, mis en jeu dans la réponse au glucose des neurones
HGE, est impliqué dans la détection centrale de ’augmentation de la concentration de

glucose et I’effet satiétogeéne du glucose.

Le « phénotypage » des souris TRPC3® KO en termes de poids, de prise alimentaire
et glycémie basale et de tolérance au glucose et a I’insuline a été réalisé (Figure 48 ; cf p.121

résultats complémentaires).

I1.2.2.2. Implication des canaux TRPC3 du MBH dans des perturbations
métaboliques

Dans un second temps, nous avons déterminé si le canal TRPC3 du MBH est
impliqué dans le controle de I’homéostasie énergétique. Pour cela, nous avons généré un
modele de souris deficiente pour le canal TRPC3 spécifiquement dans le MBH (souris
TRPC3MBH KO) en injectant, par stéréotaxie, un adénovirus (AAV) exprimant la Cre
recombinase (AAV CBA-cre/GFP, (Cansell et al., 2014)) dans le MBH de souris TRPC3o/lox
(Hartmann et al., 2008). Nous avons ensuite étudié la prise alimentaire, 1’évolution du poids

corporel, la glycémie basale et la tolérance au glucose de ces animaux. Précisons que les
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résultats presentés ci-dessous sont a prendre avec précaution. En effet, la vérification du site
d’injection de I’AAYV et la quantification du taux d’extinction de 1’expression du géne trpc3

est toujours en cours d’analyse par RT-gPCR pour chaque souris.

De facon intéressante, 6 semaines aprés injection de ’AAV dirigé contre I’expression
du géne trpc3, les souris TRPC3MBH KO mangent significativement plus (Figure 46A ;
augmentation 120,3 £ 6,9 % ; p<0,05), prennent plus de poids (Figure 46C) et présentent une
forte augmentation du tissu adipeux périgonadique par rapport aux souris TRPC3MEH WT
injectées avec I’AAV contréle (Figure 46C; augmentation 227,4 + 32,6 % ; p<0,01). En
revanche, les souris TRPC3MBH KO présentent une glycémie basale (Figure 46D) et une

tolérance au glucose identique aux souris TRPC3MBH WT (Figure 46E).
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Figure 46 : Phénotypage métabolique des souris TRPC3MBH KO

Prise alimentaire journaliere (A), suivi de poids au cours du temps (B) et poids du tissu adipeux périgonadique
(C) chez les souris TRPC3MEH WT (noir, n=14) et TRPC3"BH KO (bleu, n=18) 6 semaines aprés I’injection
d’AAV. Glycémie basale (D) et suivi de la glycémie (E gauche, aire sous la courbe (AUC) durant un test de
tolérance ip au glucose (ipGTT, 2g/kg) chez les souris TRPC3MBH WT (noir, n=12) et TRPC3MBH KO (rouge,
n=15) 4 semaines aprés I’injection d’AAV. * p<0,05, ** p<0,01, t-test; # p < 0,05, ## p<0,01, Two-Way
ANOVA + post-test Bonferroni.
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Les canaux TRPC3 du MBH sont donc impliqués dans le contréle de
I’homéostasie énergétique, en particulier dans la régulation de la prise alimentaire et du

poids corporel.

Le role du canal TRPC3 du MBH dans la détection centrale du glucose est en cours
d’exploration. Les résultats préliminaires sont présentés p. 121-123 (Figures 49-50, cf

résultats complémentaires).

1.2.3. Partie 3 : Déterminer si les neurones HGE et les canaux TRPC sont
associés a l’altération de la sensibilité hypothalamique au glucose et le
développement de pathologies métaboliques induites par un régime

alimentaire diabétogéne.

Des données de la littérature montrent une modification de la sensibilité au glucose
des neurones GE chez la souris diabétique et obése db/db (Cotero et al., 2010). Néanmoins,
trés peu de choses sont connues a propos d’éventuelles perturbations de la détection cérébrale
du glucose dans les modéles animaux de diabéte induit par I’alimentation. La derniere partie
du projet a été de déterminer si la détection hypothalamique de I’hyperglycémie est
altérée dans un modéele de diabéte induit par ’alimentation. Cette étude a été réalisée
conjointement avec une doctorante de 1’équipe Lucie Desmoulins dont le projet de these est
d’étudier I’effet d’un régime diabétogene sur la détection hypothalamique du glucose. Pour
cela, nous avons déterminé si la réponse au glucose des neurones HGE était altérée dans un
modele de rat rendu pré-diabétique apres 3 semaines de régime diabétogéne dit « High-Fat,

High-Sucrose » (HFHS), riche en gras et en sucrose (Tableau 7).

Tableau 7 : Composition des régimes standard et HFHS

Régime standard Régime HFHS
Glucides (en %) 59,9 38,5
Lipides (en %) 3,1 46
Protéines (en %) 16,1 15,5
Apport calorique (Kcal/Kg) 2791 4397
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Aprés 3 semaines de régime HFHS, les animaux présentent une hyperphagie, une
hyperglycémie basale, un poids normal, une intolérance au glucose et une altération de la
détection hypothalamique de I’hyperglycémie qui se traduit par une altération de la sécrétion
d’insuline en réponse a I’injection d’un bolus de glucose intra-carotidien (Desmoulins et al, en
préparation). Des cultures de cellules dissociées de MBH chez des rats STD et des HFHS ont
été réalisées et les réponses a 1’augmentation de la concentration de glucose de 2,5 a 10 mM
des neurones HGE a été comparée chez ces 2 groupes comme précédemment. Le pourcentage
de neurones HGE dans les cultures de rats STD et HFHS est identique (Figure 46C).
Néanmoins, I’intensité de la réponse au glucose (AUC) des neurones HGE issus des rats
HFHS est significativement inférieure a celle des animaux STD (Figure 47A, B, D gauche ;
diminution 57,03 + 10,01 % vs STD ; p<0,05). En revanche la latence de la réponse au
glucose n’est pas affectée chez les rats HFHS (Figure 47D droite). L’amplitude de la réponse
au KCI des neurones HGE est identique chez les rats STD et HFHS (Figure 47E). Ces
résultats montrent que la détection de I’augmentation de la concentration de glucose des

neurones HGE est altérée apres 3 semaines de régime diabétogene HFHS.

Nous avons vu précédemment que la réponse au glucose des neurones HGE repose sur
les canaux TRPC3/4. Nous avons déterminé par RT-qPCR si I’altération de détection du
glucose de ces neurones pouvait s’expliquer par la diminution de I’expression des canaux
TRPC3/4 dans le MBH des rats HFHS. Les résultats montrent que I’expression de ces canaux
est similaire chez les rats HFHS et STD (Figure 47F).
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Figure 47 : Réponse du glucose des neurones HGE du MBH de rat rendu diabétique
avec un regime HFHS

Traces représentatives de la réponse au glucose d’un neurone HGE chez les rats nourris avec un régime standard
(STD, A) ou sous le régime diabétogéne (HFHS, B) pendant 3 semaines. Pourcentage de neurones HGE (C),
guantification de I’intensité (AUC ; D gauche) et de la latence (D droite) de la 2" réponse au glucose 10 mM (C)
et amplitude de la réponse au KCI (50 mM) chez les rats nourris avec un régime standard (STD) ou sous le
régime diabétogene (HF/HS) pendant 3 semaines. STD : n=31 HGE/ 315 cellules totales, HFHS : n=34 HGE/
339 cellules totales, 3 cultures indépendantes. Quantités relatives des ADNc TRPC 3, 4 exprimés par rapport au
géne de référence 36B4 dans le MBH des rats STD (n = 5) et HFHS (n = 6) (F). *** p<0,05, unpaired t-test.

119



1.3. Résultats complémentaires
11.3.1. Phénotypage souris TRPC3total KO

Le poids corporel des souris TRPC3® KO et WT est identique au cours du temps
(Figure 48B). De facon surprenante, les souris TRPC3“® KO présentent une diminution
significative de la prise alimentaire basale par rapport aux souris TRPC3® WT (Figure 48A ;
diminution 23,4 + 4,3 % ; p<0,05). Les souris TRPC3"% KO présentent une hyperglycémie
basale (Figure 48C; augmentation 15 + 2,9 % ; p<0,05) associée a une légére intolérance au
glucose sans modification de la sécrétion d’insuline (Figure 48D). Cette intolérance au
glucose est également retrouvée lors d’un test de tolérance ip au glucose (ipGTT, 2g/kg ;
données non montrées). Ces résultats laissent supposer un état diabétique des souris
TRPC3™ @ KO et suggéraient une résistance a I’insuline des souris TRPC3“® KO. La
réalisation d’un test de tolérance a I’insuline (Figure 48E ; ITT, 0,75U/kg de souris) montre
que : 1) la glycémie descend autant chez les souris TRPC3“® KO par rapport au souris
TRPC32 WT et 2) le retour & la glycémie basale est plus rapide chez les animaux TRPC3©®@
KO par rapport aux souris TRPC3® WT aprés injection d’insuline (Figure 48E). Ces
résultats suggérent que les souris TRPC3™ KO ne sont pas résistantes a I’insuline mais
présenteraient une CRR exacerbée. Les taux plasmatiques d’adrénaline et/ou de glucagon
pourraient étre plus élevés chez ces animaux ce qui augmenterait la production endogene de
glucose et expliquerait I’hyperglycémie basale des souris TRPC3'™® KO. Cette hypothése
reste a étre vérifiée. Notons que I’implication du canal TRPC3 dans I’initiation de la CRR n’a
jamais été étudiée a ce jour. Les canaux TRPC3 sont donc impliqués dans le controle de
I’homéostasie glucidique. Néanmoins, le canal TRPC3 est exprimé en périphérie notamment
dans le muscle squelettique ou il participe a la sensibilité a I’insuline (Fauconnier et al., 2007;
Lanner et al., 2009). Les perturbations métaboliques observées chez la souris TRPC3©® KO
pourraient étre attribuées a un effet périphérique du canal TRPC3, et non pas central, au vu de

son réle important dans le muscle.
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Figure 48 : Phénotypage métabolique des souris TRPC3®® KO

Prise alimentaire journaliére (A) des souris TRPC3®® WT (noir, n=6) et TRPC3®® KO (rouge, n=7). Suivi de
poids au cours du temps (B) des souris TRPC3©® WT (noir, n=16) et TRPC3©® KO (rouge, n=14). Glycémie
basale (C) et suivi de la glycémie (D gauche, aire sous la courbe (AUC)) durant un test de tolérance oral au
glucose (OGTT, 2g/kg) et taux d’insuline plasmatique stimulé par le glucose aux temps t15 et t30min de ’OGTT
(D droite) chez les souris TRPC3®® WT (noir, n=10) et TRPC3™® KO (rouge, n=8). Suivi de la glycémie durant
un test de tolérance a I’insuline (ITT ; E ; 0.75U/kg) chez les souris TRPC3“® WT (noir, n=6) et TRPC3©%# KO
(rouge, n=5). * p<0,05, ** p<0,01, t-test ; #p<0,05, Two-Way ANOVA + post-test Bonferroni.

11.3.2. Réle du canal TRPC3 du MBH dans la détection centrale du glucose

Nous venons de voir que I’utilisation d’un « modéle KO total » n’est pas optimale. Le
canal TRPC3 est exprimé dans des tissus périphériques impliqués dans le métabolisme et dans
diverses aires cérébrales pouvant influencer la prise alimentaire et I’homéostasie glucidique.
Nous nous sommes intéressés au réle du canal TRPC3 du MBH dans la détection centrale
du glucose. Pour cela, comme pour la souris TRPC3®® KO, nous avons déterminé si la
diminution de la prise alimentaire (effet satiétogéne du glucose) et la stimulation nerveuse de
la sécrétion d’insuline (via I’axe nerveux hypothalamo-pancréatique) induite par une
augmentation de la concentration cérébrale de glucose étaient altérées chez la souris
TRPC3MBH KO. Comme énoncé précédemment, la vérification du site d’injection de I’AAV
et la quantification du taux d’extinction de I’expression du géne trpc3 est en cours d’analyse

par PCR, les résultats sont donc a prendre avec précaution.
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Le test de détection hypothalamique de I’hyperglycémic a été réalisé chez la souris
TRPC3VBH KO, comme précédemment. Les résultats montrent que les souris controles
TRPC3MBH WT ne présentent pas de pic de sécrétion d’insuline a t=1min en réponse au bolus
carotidien de glucose. Ces résultats surprenants sont contraires aux données de 1’équipe et a
nos résultats précédents obtenus chez la souris TRPC3©® WT (Fergusson et al., 2014). lls ne
permettent malheureusement pas d’interpréter nos données pour les souris TRPC3MBH KO
(Figure 49).
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Figure 49 : Implication des canaux TRPC3 du MBH dans la sécrétion nerveuse
d’insuline induite par une hyperglycémie cérébrale

Suivi de la glycémie (courbes de gauche) et de la sécrétion d’insuline (courbes de droite ; delta insulinémie par
rapport au temps t=0min avant injection, aire sous la courbe (AUC)) chez les souris TRPC3MEH WT (noir, n=14)
et TRPC3MBH KO (bleu, n=14) en réponse au bolus carotidien de glucose (25 mg/kg) en direction du cerveau.
ns : p<0,05 vs. WT, Two-Way ANOVA + post-test Bonferroni.

Il est important de préciser que ce test de détection hypothalamique de
I’hyperglycémie a été mis au point au laboratoire chez la souris C57/bl6. Les souris
TRPC3'%1%X gont issues d’un croisement entre des souris de fond génétique C57/bl6 et sv129
(Hartmann et al., 2008) suggérant que les souris sv129 ne serait pas un modéle animal
approprié pour ce test de détection centrale de I’hyperglycémie. En accord, les souris sv129

ne sécretent pas d’insuline en réponse au bolus carotidien de glucose (données non montrées).

Bien que les résultats obtenus chez la souris TRPC3MBH KO soient ininterprétables,
I’étude pharmacologie (Pyr3) chez le rat montre que le canal TRPC3 du MBH est
impliqué dans la détection centrale de I’hyperglycémie et la sécrétion nerveuse

d’insuline.
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Dans un second temps, nous avons determiné si les canaux TRPC3 du MBH sont
impliqués dans la diminution de la prise alimentaire en réponse a I’hyperglycémie cérébrale.
Pour cela, I’effet anorexigéne du glucose induite par une augmentation de la concentration
cerébrale en glucose a été étudiée en réponse a I’injection ip (2g/kg), comme précédemment.
Les souris TRPC3MB" WT ayant recu la solution de glucose auraient tendance & manger moins
les deux premiéres heures suivant 1’injection comparées aux souris TRPC3™® WT ayant recu la
solution contréle de NaCl (Figure 50 ; p>0,05). L’effet anorexigéne du glucose serait perdu a
4 et 6 heures aprés injection de glucose chez les souris TRPC3MBH WT. En revanche, I’effet
anorexigéne du glucose semblerait totalement aboli chez les souris TRPC3% KO (Figure 50 ;
p>0,05).

B TRPC3MBH WT NaCl OTRPC3MBH WT Glucose

120 7 BTRPC3MBH KO NaCl OTRPC3MBH KO Glucose

100 A

60 A

40 1

Prise alimentaire
(mg/g poids corporel)

20 A

2 4 6
Temps (h)

Figure 50 : Implication des canaux TRPC3 du MBH dans I’effet satiétogéne du glucose
(ip) lors de I’hyperglycémie

Suivi de la prise alimentaire au cours du temps en réponse a une injection ip de glucose (2mg/kg) ou de NaCl
chez les souris TRPC3MBH WT (NaCl : n=5; Glucose : n=7) et TRPC3MBH KO (NaCl : n=6 ; Glucose : n=8)
aprés un jedne de 18h et cela 5 semaines aprés I’injection d’AAV. ns : vs. NaCl, Two-Way ANOVA + post-test
Bonferroni.

Bien que préliminaires, ces résultats suggereraient que le canal TRPC3 du MBH serait
impliqué dans la détection centrale de I’hyperglycémie et 1’effet anorexigeéne du glucose. Ces

résultats seront complétés entre le dépdt du manuscrit et ma soutenance de thése.
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1.4. Discussion

Nous avions émis I’hypothése que les canaux TRPC sensibles aux EAOs étaient
impliqués dans la détection centrale de I’hyperglycémie et le contréle de 1’homéostasie
glucidique via la modulation de I’activité de neurones dits HGE du MBH. En couplant des
approches in vitro et in vivo, nous montrons que 1) les EAOS et les canaux TRPC3/4 sont
impliqués dans la détection de 1’augmentation de la concentration de glucose des neurones
HGE, 2) le canal TRPC3 central participe a la détection cérébrale de I’hyperglycémie
conduisant a la diminution de la prise alimentaire et 1’augmentation de la sécrétion nerveuse
d’insuline, 3) le canal TRPC3 du MBH joue un réle clef dans le controle de 1’homéostasie
énergétique, en particulier dans le controle de la prise alimentaire et du poids corporel, 4) la

réponse au glucose des neurones HGE est altérée lors du DT2 induit par I’alimentation.

I1.4.1. Choix du modéle permettant d’étudier les HGE dans le MBH
II.4.1.1. Choix de I'imagerie calcique

L’imagerie calcique et 1’électrophysiologie sont les deux principales techniques
utilisées pour étudier, in vitro, les neurones sensibles au glucose (Fioramonti et al., 2004;
Kang et al., 2004; Muroya et al., 2004; Song et al., 2001). Contrairement aux techniques
d’électrophysiologie qui ne permettent que 1’enregistrement de 1’activité d’une seule cellule a
la fois, I’'imagerie calcique offre I’avantage de visualiser des changements d’activité sur un
grand nombre de cellules simultanément. Ceci est particulierement intéressant dans le cadre
de I’étude des neurones HGE car ils ne représentent qu’~ 10 % des neurones du MBH et
aucun marqueur ne leur est connu. Par ailleurs, I’imagerie calcique permet ensuite de prélever
plus facilement les neurones HGE isolés pour déterminer les neuropeptides ou les acteurs
moléculaires de détection de glucose exprimé dans ces neurones par RT-PCR sur cellule
unique post imagerie (Kang et al., 2004). Elle présente cependant quelques limites. Elle ne
donne aucune information sur la nature du canal impliqué dans la réponse au glucose des
neurones HGE sans approche pharmacologique, contrairement a I’électrophysiologie. La
mesure de la [Ca®']i est une mesure indirecte de 1’activité électrique neuronale. Un neurone
peut augmenter sa [Ca®']i via I’activation d’une voie de signalisation indépendamment de
I’augmentation de la concentration extracellulaire en glucose, laissant penser qu’il est GS.

L’imagerie calcique peut donc induire des faux positifs. Néanmoins, il semble peu probable
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gue nous ayons beaucoup de faux positifs selon nos critéres de discrimination des neurones
HGE car nous avons identifié un pourcentage de neurones HGE similaire aux données
d’¢électrophysiologie (Fioramonti et al. 2004). Nous avons alors choisi 1’imagerie calcique
comme stratégie expérimentale pour caractériser la nature du canal mis en jeu dans la réponse
au glucose des neurones HGE. Ceci a nécessité la mise en place d’une installation d’imagerie
calcique et d’une culture de cellules dissociées de MBH dans le laboratoire pendant les
premiers mois de ma thése. Ces deux techniques sont maintenant pleinement opérationnelles
et utilisées en routine par d’autres membres de 1’équipe ainsi que par d’autres équipes du

laboratoire.

I1.4.1.2. Concentration de glucose utilisée

La concentration basale de glucose dans le cerveau est approximativement de
2-2,5 mM (Silver and Erecinska, 1994). Désormais les études s’accordent a utiliser une
concentration basale de glucose de 2,5 mM pour étudier les neurones GS (Kang et al., 2004;
Song et al., 2001). Pour identifier les neurones HGE du MBH dans notre modéle de culture,
nous avons réalisé une augmentation de la concentration extracellulaire en glucose de 2,5 a
10 mM pour mimer, in vitro, une hyperglycémie cérébrale. Nous sommes conscients que la
concentration de glucose lors d’une hyperglycémie sévére n’excede pas 4,5 mM dans le tissu
nerveux (Silver and Erecinska, 1994). Toutefois, de par la localisation du NA a cété de
I’éminence médiane ou la BHE est plus lache (Ciofi, 2011; Schaeffer et al., 2013), il est
possible que les neurones HGE du MBH soit exposés a des concentrations de glucose plus
proche de la glycémie. Ainsi, les neurones HGE pourraient émettre leurs dendrites autour ou a
proximité des capillaires sanguins fenestrés, leurs permettant de détecter des variations de la
concentration de glucose supérieures a 4,5 mM. En accord, nos données préliminaires de
courbe dose-réponse suggérent que les neurones HGE détecteraient 1’augmentation de la

concentration de 2,5 a 7,5 mais pas de 2,5 a5 mM.

11.4.2. Caractérisation des neurones HGE dans le MBH

8% des neurones du MBH enregistrés en imagerie calcique sont des neurones HGE
présentant une augmentation de leur activité calcique en réponse a 1’augmentation de la

concentration de glucose de 2,5 a 10 mM. L’existence et le pourcentage que nous observons
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de neurones HGE dans le MBH sont en accord avec les résultats obtenus par notre equipe en

électrophysiologie (Fioramonti et al., 2004).

I.4.2.1. Détection directe du glucose

Les neurones GS peuvent détecter directement ou indirectement 1’augmentation de la
concentration de glucose (Song et al., 2001). Qu’en est-il pour les neurones HGE ? La TTX
(blogueur la transmission synaptique) inhibe la réponse au glucose des neurones HGE et GE
du NA suggérant qu’ils détectent directement I’augmentation de la concentration de glucose
(Fioramonti et al., 2004). Néanmoins, la TTX ne bloque pas la transmission d’informations
entre les cellules gliales et les neurones. Notre équipe et d’autres ont montré que des
astrocytes et les tanycytes du NA sont activés lors d’une augmentation de la concentration
cérébrale en glucose (Frayling et al., 2011; Guillod-Maximin et al., 2004; Orellana et al.,
2012). De plus, GLUT2, qui serait le transporteur de glucose clef de la détection d’une forte
augmentation de la concentration en glucose, est principalement exprimé au niveau glial et
neuronal dans I’hypothalamus (Arluison et al., 2004a, 2004b; Orellana et al., 2012). Ainsi, un
couplage fonctionnel cellule gliale / neurone pourrait rendre compte de I’excitation des
neurones HGE en réponse a 1’augmentation de la concentration de glucose. Nous montrons
pour la premiere fois, sur culture de neurones isolés ou les connexions entre cellules sont
absentes, que les neurones HGE détectent directement les variations de la concentration en
glucose. Des résultats similaires ont déja été obtenus pour les neurones GE/GI du VMN
(Le Foll et al., 2009b; Kang et al., 2004). Ces données sont en accord avec la littérature qui
présente le MBH comme capable de détecter directement les paramétres métaboliques

circulants (voir pour revue (Morton et al., 2014)).

I1.4.2.2. Nature et roles physiologiques des neurones HGE

Dans notre étude, I’altération métabolique, pharmacologique ou génétique de la
réponse au glucose des neurones HGE est corrélée a 1’altération de la sécrétion d’insuline et
de la prise alimentaire en réponse a I’hyperglycémie cérébrale (Carneiro et al., 2012). Ces
résultats permettent d’attribuer, pour la premicre fois, un réle physiologique aux neurones

HGE dans ces deux réponses.

L’identification de la nature des neurones HGE permettrait de confirmer ces roles

physiologiques et de déterminer s’ils contrdleraient d’autres fonctions comme par exemple la
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production hépatique de glucose (Lam et al., 2005). Comme évoqué précédemment, la
sensibilité au glucose de neurones POMC reste controversée. En utilisant les mémes souris
que celles utilisées dans les études d’Ibrahim et coll. et Claret et coll. (Claret et al., 2007
Ibrahim et al., 2003), pour qui les neurones POMC sont GS, nous démontrons, par imagerie
calcique qu’aucun neurone isolé POMC n’est GS. Ce résultat conforte les données
précédentes obtenues ex vivo et in vivo par notre équipe montrant que les neurones POMC ne
répondent pas au glucose (Fioramonti et al., 2007). De plus, les neurones POMC n’expriment
pas le canal TRPC3 (Qiu et al., 2010) alors que nous montrons qu’il est impliqué dans la
réponse au glucose des neurones HGE. Par ailleurs, I’implication des neurones POMC dans la
sécrétion nerveuse d’insuline n’avait jamais été explorée. En collaboration avec Z. Andrews
(Université Monash, Australie), des données non publiées montrent que 1’invalidation
génétique de la carnitine acyltransférase (CRAT) dans les neurones POMC (souris
CRATPOMC KO) qui bloque leur sensibilité au glucose, n’a aucun effet sur la sécrétion
nerveuse d’insuline mais abolit I’effet anorexigéne du glucose en réponse a I’hyperglycémie
cérébrale. Ainsi, I’ensemble de ces données nous permettent de montrer de maniére non
équivoque que les neurones POMC ne participeraient pas a la sécrétion nerveuse d’insuline,
ce qui ne coincide pas avec le role physiologique des neurones HGE. L’ensemble de ces
résultats suggeérent donc que les neurones HGE ne sont pas des neurones POMC.

Les neurones HGE du MBH pourraient rendre compte des effets anorexigenes de
I’hyperglycémie via la libération d’autres neuropeptides que 1’a-MSH. La neuromédine U, la
nesfastine-1 et la kisspeptine sont d’autres neuropeptides anorexigenes synthétisés par des
neurones du NA (Patasz et al., 2012; Stengel et al., 2011; Wren et al., 2002). De plus, aucune
donnée n’a suggéré un lien entre leur expression et des variations de la concentration en
glucose ou qu’ils soient GS dans le NA. Toutefois, les neurones a nesfastin-1 du PVN sont
des neurones gluco-sensibles de type GE (Gantulga et al., 2012). Par ailleurs, I’expression des
canaux TRPC impliqués dans la réponse au glucose de neurones HGE n’a pas encore été
recherchée dans ces 3 populations neuronales a 1’exception des neurones a kisspeptine qui
expriment le canal TRPC4 (Qiu et al., 2011). Ainsi, nous pouvons imaginer que les neurones
HGE du NA soient une de ces trois populations neuronales.

Par ailleurs, nous ne pouvons pas exclure que les neurones HGE expriment un
neurotransmetteur non peptidergique tel que le GABA ou le glutamate. Dans ce cas, les
neurones sensibles au glucose pourraient jouer le réle « d’interneurone » modulant 1’activité
et la libération de neuropeptides capables de réguler la prise alimentaire et/ou I’activité du

SNA, comme le NPY ou I'a-MSH. L’existence d’interneurones glutamatergiques et
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GABAergiques dans le NA qui se placent en amont des neurones NPY et POMC conforte
cette hypothese (Liu et al., 2012; VVong et al., 2011; Yang et al., 2011). Ainsi, nous proposons
que les neurones HGE soient des neurones GABA qui inhibent les neurones NPY ou bien des
neurones glutaminergiques qui activent les neurones POMC, aboutissant a la diminution de la
prise alimentaire. Pour démontrer cette hypothese, il serait intéressant de déterminer, par
électrophysiologie, si la fréquence de courants pré-synaptiques excitateurs ou inhibiteurs est
modifiée sur les neurones POMC ou NPY en réponse a I’augmentation de la concentration de
glucose.

Nous sommes actuellement en train de mettre au point la PCR sur cellule unique post
imagerie calcique pour déterminer le/les neuromédiateurs exprimés dans les neurones HGE
(nesfastine-1, neuromedine-U, kisspeptine, GABA, glutamate...). Les neurones HGE et non
gluco-sensibles ont déja été prélevés a I’aide d’une micropipette et 1’expression des
neuromédiateurs dans les neurones HGE et non-gluco-sensibles sera comparée pour

déterminer si ce neuromodulateur peut-étre un marqueur des neurones HGE.

11.4.3. Mécanismes de détection du glucose des neurones HGE

1.4.3.1. LesEAOs:

Les EAOs ne sont pas uniquement des produits de 1’oxydation des substrats
métaboliques mais jouent aussi un réle dans le contréle de I’homéostasie glucidique. En effet,
les EAOs d’origine mitochondriale sont spécifiquement produites dans le MBH lors
d’hyperglycémie et leur production est nécessaire a la diminution de la prise et ’augmentation
de la sécrétion d’insuline en réponse a l’augmentation de la concentration de glucose
cerébrale (Carneiro et al., 2012; Leloup et al., 2006). Toutefois I’origine cellulaire des EAOs
et leurs cibles moléculaires demeurent inconnues. Nous montrons que les EAOs, et plus
précisément 1’H202, sont impliqués dans la réponse au glucose des neurones HGE. Ces
données, en accord avec d’autres travaux, soutiennent 1’importance des EAOS dans la
régulation de I’activit¢ neuronale dans le MBH. Par exemple, lorsque les neurones
NPY/AgRP sont activés, lors d’une balance énergétique négative, les taux d’EAOS ne sont
pas augmentés. En revanche, si la production de EAOs est incontrdlée dans les neurones
NPY, leur activité électrique s’en trouve altérée (Andrews et al., 2008; Horvath et al., 2009).
A D'inverse, en cas de balance énergétique positive, lorsque la concentration de glucose est

¢levée, les neurones POMC sont fortement activés et les EAOS s’accumulent dans ces
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neurones. Cependant, lorsque la balance énergétique est négative, les taux d’EAOS sont
réduits dans les neurones POMC et ces neurones sont silencieux (Andrews et al., 2008).
Ainsi, I’augmentation des EAOs dans les neurones POMC serait un important régulateur
d’activation neuronale. Nous n’avons pas réussi a montrer que les neurones HGE produisent
les EAOs en réponse a I’augmentation de la concentration de glucose. Néanmoins, les
neurones de MBH étant dissociés, la probabilité qu'une cellule puisse produire des EAOs
capables de modifier I’activité des neurones HGE avoisinant semble peu probable. Ce résultat
surprenant peut facilement étre remis en cause du fait de probléme d’ordre technique. En
effet, la sonde H:DCFDA n’étant pas spécifique d’une EAOs en particulier, sa sensibilité a
I’H202 pourrait étre trop faible pour observer une augmentation de fluorescence dans les
neurones HGE en réponse au glucose. De plus, la production d’EAOs pourrait étre trés
transitoire et localisée dans le cytosol des cellules, ne permettant pas de la discriminer du bruit
de fond. Il serait intéressant de reproduire cette expérience en utilisant une sonde spécifique
de I’H20, comme la sonde NP1 (Wen et al., 2014) pour déterminer definitivement si les

neurones HGE produisent les EAOs en réponse a I’hyperglycémie .

1.4.3.2. Lescanaux TRPC:

Les neurones HGE détectent I’augmentation de la concentration de glucose par un
mécanisme indépendant des canaux Katp (Fioramonti et al., 2004; Yang et al., 1999). Hormis
I’implication d’un canal a CCNS, la nature du canal mis en jeu était inconnu (Fioramonti et
al., 2004). Nous démontrons que les canaux TRPC redox sensibles sont impliqués dans la
détection de 1’augmentation de la concentration de glucose des neurones HGE du MBH.
L’implication de canaux TRPC dans la détection de signaux périphériques hormonaux
(insuline, leptine) par les neurones du MBH a déja été démontrée, notamment pour les
neurones POMC (Qiu et al., 2010, 2014). En revanche, le role des canaux TRPC dans la
détection du signal « glucose » par les neurones GS du MBH est novateur.

Les canaux TRPC3, 4, 5 et 6 sont activés par les EAOs (voir pour revue (Shimizu et
al., 2014)). Pour determiner quelles sous-unités TRPC redox sensibles étaient impliquées dans
la réponse au glucose des neurones HGE, nous avons utilisé des approches complémentaires
pharmacologique et génétique en imagerie calcique. Nous montrons que le canal TRPC3
participe a la réponse au glucose des neurones HGE du MBH. Le canal TRPC3 est exprimé,
tres faiblement, dans le NA tres ventral (données non montrées, obtenues en
immunohistochimie), ou ont été identifiés les neurones HGE (Fioramonti et al., 2004). Le
canal TRPC3 ne semblait pas étre la seule sous-unité TRPC impliquée dans la réponse au
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glucose des neurones HGE. Le canal TRPC3 s’hétérodimérise avec presque tous les membres
de sa famille pour étre fonctionnel (Hofmann et al., 2002). De facon intéressante, les canaux
TRPC3 et TRPC4 s’assemblent dans les cellules endothéliales pour former un complexe
redox sensible (Poteser et al., 2006). Les résultats que nous avons obtenus montrent que le
canal TRPC4, en plus du canal TRPC3, est impliqué dans la détection de I’augmentation de la
concentration de glucose des neurones HGE. Pour confirmer nos résultats, 1’utilisation de la
PCR sur cellule unique permettrait de déterminer si les neurones HGE expriment ces
2 canaux, ceci est en cours de realisation. Nous sommes actuellement capables de détecter la
présence de TRPC4, par PCR sur cellule unique, dans un seul neurone de MBH. En revanche,
nous ne détectons pas le canal TRPC3, sans doute li¢ a un trés faible niveau d’expression.
D’avantages de mises au point sont donc nécessaires. En complément de la PCR, la
co-immunoprécipitation permettrait de déterminer si la sous-unit¢é TRPC3 s’assemble avec
TRPC4 dans le MBH (Hofmann et al., 2002). Enfin, une approche fonctionnelle pourrait
confirmer I’implication des canaux TRPC3/4: serait—il possible de voir des neurones HGE
chez la souris génétiquement invalidée pour ces 2 canaux?

Certains neurones HGE présentent des réponses résiduelles au glucose malgré
I’inhibition simultanée des canaux TRPC3/4, suggérant qu'un troisiéme partenaire TRPC
existerait. De fagon intéressante, les canaux TRPC3/4 s’hétéromérisent dans les cellules
endothéliales aortiques porcines a condition que le canal TRPCL1 soit présent (Striibing et al.,
2003). Ainsi, le canal TRPC1 pourrait également participer a la réponse au glucose des
neurones HGE soit en s’hétéromérisant avec TRPC3/4, soit indépendamment du canal
TRPC3/4. Pour déterminer si le canal TRPC1 est impliqué dans la réponse au glucose de
neurones HGE, une approche pharmacologique est actuellement impossible car il n’existe pas
d’inhibiteur sélectif du canal TRPCI1. En revanche, la co-immunoprécipitation de TRPC1/3/4
dans le MBH, la PCR sur les neurones HGE et la recherche des neurones HGE chez la souris
KO TRPC1 ou triple KO TRPC1/3/4 permettraient de répondre a cette hypothése.

1.4.3.3. Cascade de transduction entre I’'H20- et les canaux TRPC

Nous avons montré que 1’ H2O; et les canaux TRPC sont impliqués dans la réponse au
glucose de neurones HGE. Quelle cascade de transduction permet a I’H202 d’activer les
canaux TRPC3/4, aboutissant a I’excitation des neurones HGE ? Plusieurs hypothéses
peuvent étre envisagees :

1) Nous proposons que 1’H2O; active directement le canal TRPC3/4 dans les neurones
HGE. L’activation du canal TRPC6 par oxydation des résidus thiol a été rapporteé (Graham et

130



al., 2010; Liu et al., 2013). 1l demeure inconnu si I’H20. oxyde des résidus sérines ou
thréonines du canal TRPC3/4. Néanmoins, Balzer et coll. montrent que le canal TRPC3 serait
insensible a ’H20> (Balzer et al., 1999), la sensibilit¢ du canal TRPC4 a I’H202 n’a pas été
recherchée. Dans le cas ou le canal TRPC4 serait aussi insensible a ’H203, il semble peu
probable que le canal TRPC3/4 impliqué dans la réponse au glucose des neurones HGE soit
activé par oxydation directe.

2) Récemment de nombreuses études rapportent la modulation de 1’expression des
canaux TRPC par les EAOs (Graham et al., 2011; Kim et al., 2012; Liu et al., 2013, 2008).
Par exemple, Liu et coll montrent que la production d’H2O> induite par 1’hyperglycémie
augmente 1’expression de TRPC6 dans les plaquettes, monocytes, et podocytes (Liu et al.,
2013, 2008; Wuensch et al., 2010). Néanmoins, la sécrétion d’insuline induite par la détection
centrale de I’hyperglycémie étant de 1’ordre de la minute, in vivo, il semble improbable que
les EAOs puissent modifier, en si peu de temps, les niveaux d’expression des protéines
TRPC3 et TRPC4 dans les neurones HGE. Ainsi, nous émettons I’hypothése que 1’H20:
jouerait plutot sur le recrutement de TRPC3/4 a la membrane. Les canaux TRPC3 et TRPC4
peuvent étre séquestrés dans des endosomes précoses puis transloqués rapidement a la
membrane plasmique (voir pour revue (Souza and Ambudkar, 2014)). Le canal TRPC3
présente une activité constitutive (mais pas TRPC4) indiquant que I’exocytose du canal
TRPC3/4 a la membrane dans les neurones HGE serait suffisante pour 1’activer. Si notre
hypothése est correcte, inhiber 1’adressage du canal TRPC3/4 & la membrane devrait inhiber
les réponses calciques des neurones HGE lors de 1’augmentation de la concentration de
glucose.

3) Comme énoncé dans I’introduction, la PLC peut activer le canal TRPC3 via la
production de DAG (Hofmann et al., 1999). Bien que le canal TRPC4 seul soit insensible au
DAG, le canal TRPC3/4 redox-sensible est activé par I’OAG, I’analogue perméant du DAG
(Poteser et al., 2006). En accord, nous montrons que le ’OAG mime la réponse au glucose de
neurones HGE. Nous émettons 1’hypothése que 1’H20> active le canal TRPC3/4 dans les
neurones HGE par un mécanisme dépendant de la PLC. De fagon intéressante, 1) la PLCy est
exprimée dans certains neurones du NA impliqué dans le contrdle de I’homéostasie
énergétique, 2) la PLCy participe a la voie de signalisation de détection de signaux
périphérique (leptine) dans ces neurones (Qiu et al., 2010). Il a été rapporté que 1’H20 induit
la phophorylation de tyrosine de la PLCy qui augmente son activité enzymatique (Peng and
Arendshorst, 2008), suggérant que 1’H20: induit 1’activation d’une protéine tyrosine kinase

(PTK). En accord, les PTK sont activées par oxydation (Chiarugi, 2005). Pour déterminer si la
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PLCy est impliquée dans la réponse au glucose des neurones HGE, la seconde application de
glucose 10 mM pourrait étre réalisée en présence de I’inhibiteur sélectif de la PLCy
ET-18-OCH3 (Qiu et al., 2010). Si notre hypothése est correcte, la réponse au glucose des
neurones HGE devrait étre altérée en sa présence. En complément, 1’expression de la PLCy
pourrait étre recherchée spécifiquement dans les neurones HGE par PCR sur cellule unique
(Qiu et al., 2010).

La figure ci-dessus résume ces 3 hypotheses (Figure 51). Notons que I’activation du
canal TRPC3 par phosphorylation est a exclure car cette modification post-traductionnelle est
associée a son inhibition. Au vu des données de la littérature et de nos résultats, la voie de
signalisation de la PLC nous semble la plus probable pour expliquer comment 1’H20>
activerait les canaux TRPC3/4 dans les neurones HGE aboutissant a leur excitation en réponse

a I’augmentation de la concentration de glucose.

7 Glucose

endosome

TRPC3/4
inactif

Canal TRPC3/4 actif

4

Activation neuronale

Figure 51 : mécanismes hypothétiques d’activation des canaux TRPC3/4 par ’H202
dans les neurones HGE du MBH
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1.4.4. Réles physiologiques et pathologiques des canaux TRPC3 centraux

dans le contréle de I’homéostasie glucidique et de la prise alimentaire

Les canaux TRPC sont largement exprimés dans le SNC (voir introduction p). Leur
role dans le controle de I’homéostasie énergétique a été suggéré récemment par 1’équipe de
Kelly. 11 est connu que 1’activation soutenue des neurones POMC conduit a la diminution de
la prise alimentaire et du poids corporel (Aponte et al., 2011; Zhan et al., 2013). L’équipe de
Kelly montrent que I’insuline et la leptine excitent les neurones POMC du NA via ’activation
des canaux TRPC (Qiu et al., 2010, 2014). Ainsi, ils suggérent que les canaux TRPC, de par
leur implication dans la modulation de I’activité des neurones POMC, seraient impliqués dans
le controle de ’homéostasie énergétique.

Notre travail a permis de mettre en évidence, pour la premiére fois, le réle du canal
TRPC3 central, et de facon générale des canaux TRPC, dans le controle de 1’homéostasie
glucidique et de la prise alimentaire. L’augmentation de la concentration cérébrale de glucose,
lors d’hyperglycémie, induit la stimulation de la sécrétion nerveuse d’insuline, la diminution
de la prise alimentaire (Carneiro et al., 2012) et de la production hépatique de glucose (Lam et
al., 2005). Nous montrons que la diminution de la prise alimentaire (effet satiétogéne du
glucose) et la stimulation nerveuse de la sécrétion d’insuline (via I’axe nerveux hypothalamo-
pancréatique) induites par une augmentation de la concentration cérébrale de glucose sont
altérées chez la souris génétiquement invalidée pour le canal TRPC3 dans tout 1’organisme
(souris TRPC3™® KO). Le canal TRPC3 central joue donc un réle important dans la détection
centrale de I’hyperglycémie. Il serait aussi pertinent de déterminer si le canal TRPC3 central
participe a d’autres réponses physiologiques induites par I’hyperglycémie cérébrale comme la

diminution de la production hépatique de glucose (Lam et al., 2005).

Nous avons ensuite déterminé le réle du canal TRPC3 du MBH dans le contréle de
I’homéostasie énergétique. Puisque le canal TRPC3 participe a la diminution de la prise
alimentaire en réponse au glucose, nous nous attendions a observer une susceptibilité a
développer une hyperphagie et une obésité chez les souris TRPC3" KO et TRPC3MB" KO. En
accord avec notre hypothése, nous montrons que les souris TRPC3VBH KO sont
hyperphagiques. Ces résultats sont opposés a ceux obtenus pour les souris TRPC3®® KO,
probablement lié au fait que le canal TRPC3 est exprimé dans différentes régions cérébrales
impliquées dans le comportement alimentaire comme 1’amygdale et le thalamus. Il serait
intéressant de regarder sur quels paramétres les canaux TRPC3 du MBH modulent le

comportement alimentaire. Affectent-ils la fréquence, la durée, I’amplitude, le moment des
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repas ? L’hyperphagie des souris TRPC3VB" KO est associée a un surpoids et cela dés
4 semaines apres I’injection d’AAV. Ainsi, les canaux TRPC3 du MBH seraient impliqués
dans la régulation de la prise alimentaire et du poids corporel, mais ceci reste a étre confirmé.
Les souris TRPC3VBH KO sont normo glycémiques et ne présentent pas d’altération de la
tolérance au glucose. Néanmoins, si nous avions suivi la glycémie basale et la tolérance au
glucose au-dela de 6 semaines apres I’injection des AAV, il est probable que les souris
TRPC3MBH KO aient développé un DT2. Ceci nous améne a la question suivante : les canaux
TRPC hypothalamiques contribuent-ils dans I’apparition de pathologies métaboliques comme
I’obésité et le DT2?

Pour répondre a cette question, il serait intéressant d’étudier la prédisposition a
développer un diabéte et une obésité chez les souris TRPC3MB" KO nourries avec un régime
riche en graisse (high fat diet, HFD). De par les résultats précédents, nous nous attendons a une
exacerbation de 1’hyperphagie et de 1’obésité et 1’apparition d’une intolérance au glucose et
d’une hyperglycémie basale chez la souris TRPC3MBH KO aprés un régime riche en graisse dit
« HFD ». En accord avec cette hypothése, les souris TRPC3® KO sous régime HFD sont
résistantes au régime les 4 premieres semaines, puis deviennent grosses et plus intolérantes au
glucose au cours du temps comparées aux souris nourries sous régime STD (données non
montrées), suggérant qu’un diabéte et une obésité s’installent progressivement. Toutefois, le
canal TRPC3 est exprimé en périphérie notamment dans le muscle squelettique ou il participe
a la sensibilité a ’insuline (Fauconnier et al., 2007; Lanner et al., 2009). L’exacerbation des
perturbations métaboliques observées chez la souris TRPC3% KO pourraient étre attribuées a
un effet périphérique du canal TRPC3, et non pas central. Ces résultats préliminaires sont

donc a prendre avec précaution avant d’étre extrapolé a la souris TRPC3VBH KO.

De nombreuses études témoignent aujourd’hui de dysfonctionnements dans la détection
hypothalamique du glucose dans le DT2 et 1’obésité (Alquier et al., 2003; Colombani et al.,
2009; Parton et al., 2007; Routh, 2010; Song et al., 2001). Le rat Zlcker obése et insulino-
résistant présente une hypersensibilité hypothalamique au glucose (Alquier et al., 2003;
Colombani et al., 2009). Néanmoins, peu de choses sont connues a propos d’éventuelles
perturbations de la détection hypothalamique du glucose dans les modéles animaux de diabéte
induit par I’alimentation. La sensibilité hypothalamique au glucose serait plutét inhibée par
I’alimentation (Parton et al., 2007; Song et al., 2001). En effet, Song et coll. rapportent une
diminution des différentes populations de neurones GS en termes de nombre et une altération

de leur réponse au glucose dans le VMN chez le rat rendu obése par 1’alimentation (modeéle
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DIO) (Song et al., 2001). De méme, le pourcentage de neurones POMC du NA activés en
réponse au glucose est diminuée dans un modéle de souris rendues obéses et diabétiques par
un HFD (Parton et al., 2007). Nous montrons que I’intensité de la réponse au glucose des
neurones HGE est altérée lors du DT2 induit par un régime HFHS. En revanche, le
pourcentage de neurones HGE n’est pas affecté. Il est actuellement impossible de savoir avec
exactitude si I’altération de la détection du glucose des neurones HGE du MBH est une cause
ou une conséquence du DT2. Comment expliquer I’altération de la réponse au glucose des

neurones HGE lors du DT2 induit par ’alimentation (régime HFHS) ?

Le DT2 altére I’expression et/ou 1’activité des canaux TRPC (voir pour revue (Graham
et al., 2012)). Nous proposons que 1’altération de la réponse au glucose des neurones HGE
lors du DT2 soit liée a une modification de I’expression des canaux TRPC3/4 dans ces
neurones. Néanmoins, nos données montrent que I’expression de ces canaux TRPC3/4 est
similaire chez les rats HFHS et STD dans le MBH. Bien que ce résultat n’aille pas dans le
sens de notre hypothese ils n’excluent pas que I’expression des canaux TRPC3/4 soit altérée
spécifiqguement dans les neurones HGE. La PCR sur cellule unique permettrait de quantifier
I’expression des canaux TRPC dans les neurones HGE. Dans le cas ou I’expression des
canaux TRPC ne soit pas affectée dans les neurones HGE, il est possible que la cascade de
signalisation permettant au glucose d’activer le canal TRPC3/4 soit altérée. Dans ce sens, il a
été montré que la signalisation redox est perturbée dans le modéle de rats Ziicker obéses et
insulino-résistants (Colombani et al., 2009). Nous proposons que la production d’EAOs,
impliquée dans la réponse au glucose des neurones HGE, soit altérée lors du DT2. En accord
avec cette hypothese, Lucie Desmoulins (doctorante au laboratoire) montre que ’altération de
la détection hypothalamique de I’hyperglycémie chez le rat HFHS est corrélée a une
diminution de la production d’EAOs dans le MBH (Desmoulins et al, en préparation). Ainsi,
I’altération de détection du glucose des neurones HGE semblerait se situer en amont des
canaux TRPC3/4. Nous avons alors testé s’il était possible de restaurer la détection
hypothalamique de I’hyperglycémie chez le rat HFHS en activant le canal TRPC3. L’injection
intra-MBH d’OAG, I’activateur du canal TRPC3, ne permettrait pas de restaurer la sécrétion
nerveuse d’insuline induite par la détection centrale de 1’hyperglycémie chez le rat HFHS,
Néanmoins, cette étude, trés préliminaire, nécessite d’étre reproduite. La stimulation du canal
TRPC3 n’ayant pas permis d’améliorer la détection hypothalamique d’une hyperglycémie, on
pourrait se demander s’il ne serait pas nécessaire de stimuler simultanément les TRPC3 et
TRPCA.
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Lorsque nous avons débuté ces travaux, plusieurs points concernant la détection

centrale du glucose étaient clairement montrés et admis :

1) le MBH joue un role clef dans la détection de I’hypoglycémie et de I’hyperglycémie.
En effet, sa localisation stratégique proche du LCR et de la circulation sanguine (EM)
et ses efférences vers les autres noyaux hypothalamiques, lui conféerent un role de
pivot dans la régulation cérébrale de I’homéostasie énergétique de 1’organisme.

2) le glucose, un substrat énergétique circulant fondamental a 1’intégrit¢é du SNC, joue
également un r6le de molécule informative dans le contr6le du métabolisme
énergétique. 1l a ainsi €té demontré que la concentration centrale en glucose induit,
entre autre, une modulation de la prise alimentaire, de 1’activit¢ du SNA, de la
sécrétion d’insuline et de glucagon ainsi que de la production hépatique de glucose.

3) la présence de cellules gliales et neuronales sensibles aux variations de la
concentration de glucose dans le MBH, suggérant que la détection hypothalamique du
glucose est soit directe par le neurone GS lui-méme, soit indirecte via un couplage

entre la cellule gliale et le neurone.

Jusqu'a présent, la majorité des études s’étaient focalisées sur les mécanismes
cellulaires et moléculaires de détection directe des variations de la concentration de glucose
en condition d’hypoglycémie. Il a alors été suggéré que les neurones GE/Gl du MBH
détectent I’hypoglycémie et participent a Dinitiation de la contrerégulation et au
déclenchement de la prise alimentaire. Néanmoins, moins d’études s’étaient intéressées aux
mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la détection de 1’augmentation de la

concentration de glucose lors de I’hyperglycémie dans le MBH.

En combinant différentes approches in vitro et in vivo, les travaux de cette thése
mettent en évidence deux nouveaux mécanismes impliqués dans la détection hypothalamique
de I’hyperglycémie :

- L’un indirect met en jeu les endozépines astrocytaires en tant que relai du signal
« glucose » aux neurones POMC pour diminuer la prise alimentaire en réponse a

I’hyperglycémie.
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- L’autre direct démontre I’implication, dans les neurones HGE, de I’ouverture des
canaux TRPC3/4 redox-sensibles dans la détection de I’augmentation de la concentration de

glucose.

L’ODN est libéré par les astrocytes en réponse a 1’augmentation de la concentration de
glucose (Lanfray et al., 2013). Nous avons montré que I’ODN active spécifiquement les
neurones POMC et diminue la fréquence des sIPSC sur ces neurones. L’ODN active-il les
neurones POMC en réponse a I’augmentation de la concentration de glucose en diminuant la
fréquence des IPSCs? Pour répondre a cette question, il serait intéressant de comparer la
fréquence les courants GABA sur les neurones POMC chez la souris sauvage et
génétiquement invalidée pour le gene acbp (souris KO ACBP) en réponse a I’augmentation de

la concentration de glucose.

Méme si nous montrons que les neurones HGE détectent directement 1’augmentation
de la concentration de glucose, in vitro, I’existence qu’un couplage fonctionnel entre les
cellules gliales et les neurones HGE ne peut pas étre exclue, in vivo.

Les hypothéses avancées pour expliquer le couplage glie/neurone HGE repose sur le
lactate ou ’ATP puisqu’ils sont produits par les cellules gliales en réponse au glucose
(Frayling et al., 2011; Orellana et al., 2012; Pellerin and Magistretti, 2012). Certains neurones
GE du MBH sont activés par le lactate (Song and Routh, 2005; Yang et al., 1999). De facon
intéressante, le lactate semble étre un stimulus plus fort que le glucose lui-méme et
potentialiserait la réponse au glucose des neurones GE du VMN (Song and Routh, 2005).
Ainsi, le lactate pourrait potentialiser la détection directe de 1’augmentation de la
concentration de glucose par les neurones HGE du MBH. Pour ce qui est de I’ATP issu des
cellules gliales, il contribue directement a la régulation de I’activité neuronale via la
stimulation des récepteurs purinergiques P2X et P2Y(Gordon et al., 2005). Les canaux P2X
sont particulierement intéressants car ils présentent une CCNS comme observée dans la
réponse au glucose des neurones HGE. De plus, ils sont présents dans le NA ou ont été
identifié les neurones HGE (Wakamori and Sorimachi, 2004). Ainsi, I’ATP produit par les
tanycytes, en réponse a I’hyperglycémie, pourrait informer les neurones HGE des taux de

glucose ambiant (Frayling et al., 2011; Orellana et al., 2012). Il serait donc intéressant de

138



tester par imagerie si les neurones HGE présentent une augmentation de leur activité calcique
en réponse au lactate ou I’ATP.

Par ailleurs, ’ODN produit dans le NA en réponse a 1’hyperglycémie cérébrale
pourrait jouer un r6le important dans la détection du glucose des neurones GS
hypothalamiques. En d’autres termes, I’ODN pourrait exciter les neurones HGE du MBH via
le récepteur métabotropique orphelin et ainsi diminuer la prise alimentaire (Lanfray et al.,
2013; do Rego et al., 2007). Néanmoins, ’effet de ’ODN étant spécifique des neurones
POMC, il semble peu probable qu’il puisse rendre compte de I’excitation des neurones HGE
en réponse a 1’augmentation de la concentration de glucose. En revanche, si les neurones
HGE font partis du systétme a mélanocortine, I’ODN pourrait agir indirectement sur CeS
neurones, par 1’intermédiaire des neurones POMC. En d’autres termes, les neurones POMC
pourraient activer les neurones HGE par I’intermédiaire de 1’a-MSH pour diminuer la prise
alimentaire en réponse a I’hyperglycémie. En accord avec cette interprétation, il a été montré
que I’activité de certains neurones GS du NA est modulée par I’a-MSH (Wang et al., 2004). 1l
serait donc intéressant de déterminer si les neurones HGE sont sensibles a I’a-MSH et s’ils

expriment les récepteurs MC3/4-R.

Dans le cadre de la régulation du métabolisme énergétique par le SNC, le laboratoire a
montré que les mEAOs sont requises pour la détection hypothalamique du glucose (Leloup et
al., 2006). Cette notion a pu étre étendue a la détection pancréatique du glucose (Leloup et al.,
2009; Pi and Collins, 2010). Les mEAOs sont également nécessaires au contréle de la prise
alimentaire et de la sécrétion d’insuline dans le cadre de la détection hypothalamique de
I’hyperglycémie (Carneiro et al., 2012). L’importance de la production des mEAOs
hypothalamiques en réponse a d'autres stimuli, comme la ghréline et la leptine a aussi été
démontrée. La ghréline abaisse les taux de EAOs dans les neurone NPY ce qui conduit a leur
excitation et ’augmentation de la prise alimentaire (Andrews et al., 2008). A 1’opposé, la
production de EAOs dans les neurones POMC est positivement corrélée aux taux de leptine
circulante induisant leur activation et la diminution de la prise alimentaire (Diano et al.,
2011). Si le type cellulaire produisant les EAOs en réponse a la ghréline et la leptine est
connu, il n’a pas été déterminé en ce qui concerne les réponses au glucose. Un objectif
important de I’équipe est I’identification du type cellulaire qui produit les mEAOs dans le
MBH lors de I’hyperglycémie centrale. Nous montrons pour la premiere fois que les EAOs

sont impliquées dans 1’activation des neurones HGE lors de détection hypothalamique du
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glucose. Bien que nous n’ayons pas réussi a le montrer directement, ceci suggere fortement
que ce serait les neurones HGE qui produiraient les EAOs dans le MBH, ceci reste a étre

confirmer.

Bien que nous ayons identifié les canaux mis en jeu dans la réponse au glucose des
neurones HGE, le(s) neuromédiateur(s) libéré(s) par les neurones HGE demeure(nt) inconnus.
Un moyen indirect de mettre en évidence le r6le physiologique des neurones HGE a été de
moduler leur activité in vivo en affectant le canal TRPC3 responsable de leur réponse au
glucose. Cette stratégie a préalablement été utilisée pour étudier le r6le des neurones GE et Gl
du MBH (Fioramonti et al., 2010; Miki et al., 2001). Elle nous a permis de suggeérer que les
neurones HGE participent aux réponses physiologiques induites par I’hyperglycémie
cérébrale. De plus, la connaissance du neuromédiateur exprimé dans les neurones HGE
permettra de confirmer leur réle dans le contréle de I’homéostasie énergétique. Enfin, dans le
cas ou les neurones HGE constituent une population homogene, 1’inhibition de I’expression
du canal TRPC3 spécifiqguement dans les neurones HGE permettra également de leur attribuer

définitivement un réle physiologique.

Ce travail montre que le canal TRPC3 est un acteur moléculaire de la détection
hypothalamique du glucose. On peut tout de méme se demander si le canal TRPC3 du MBH
ne pourrait pas €tre impliqué dans la détection d’autres signaux périphériques. En effet, en
plus de I’altération de la détection centrale du glucose, 1’ablation génétique du canal TRPC3
du MBH aboutit a la dérégulation de la balance énergétique (augmentation de la prise
alimentaire et apparition d’un surpoids). Nous avons vu que la production d’EAOs et
I’activation de la voie de signalisation de la PLC ouvre le canal TRPC3. Quels signaux
périphériques pourraient activer les canaux TRPC3 du MBH par I’intermédiaire des EAOs ou
du DAG pour contrdler I’homéostasie énergétique?

L’hyperglycémie induit I’augmentation des taux plasmatiques d’insuline et de GLP1.
L’administration icv d’insuline produit des EAOs dans le MBH qui sont nécessaires a 1’effet
anorexigene de cette hormone (Jaillard et al., 2009). Ainsi, nous proposons que 1’effet
anorexigeéne de I’insuline implique 1’activation des canaux TRPC3 du MBH par les EAOs.

Par ailleurs, I’administration icv de GLP1 diminue la prise alimentaire (Turton et al., 1996).
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Le récepteur au GLP1, est fortement exprimé dans le NA notamment dans certains neurones
controlant I’homéostasie énergétique (Sandoval et al., 2008). Le récepteur du GLP1 peut
activer la voie de la PLC dans les cellules B du pancréas (Suzuki et al., 2006). Ainsi, il
pourrait activer les canaux TRPC3 du MBH via la production de DAG induisant la diminution
de la prise alimentaire. Les canaux TRPC3 pourraient alors étre un acteur moléculaire de la
détection hypothalamique, entre autre, de I’insuline et du GLPI.

Le glucose n’est pas le seul facteur métabolique périphérique a étre détecté par le
SNC. Nous avons vu que les lipides sont aussi capables de moduler la prise alimentaire (Obici
et al., 2002). Comme [I’insuline, la détection hypothalamique des lipides implique la
production de mEAOs dans le MBH nécessaire a la diminution de la prise alimentaire (Benani
et al., 2007). Nous proposons que I’effet satié¢togéne des lipides implique I’ouverture des
canaux TRPC3 du MBH par les EAOs. Par ailleurs, des études montrent que des neurones
GE/GI du MBH détectent des variations de la concentration en AG (Le Foll et al., 2009a,
2009b; Wang et al.,, 2006). De facon intéressante, les travaux de notre collaborateur
T. Alquier montrent que [’augmentation de la concentration de glucose augmente
I’estérification du palmitate en DAG dans les neurones hypothalamiques (Taib et al., 2013).
Ainsi, méme si les neurones HGE ne sont pas sensibles aux lipides, ceux-ci pourraient
potentialiser la réponse au glucose de ces neurones en ouvrant les canaux TRPC3. Les canaux
TRPC3 pourraient alors étre un acteur moléculaire de la détection hypothalamique des lipides.
Il serait donc intéressant de déterminer, d’une part si les neurones HGE du MBH détectent
eux aussi les lipides et d’autre part, si cela met en jeu le canal TRPC3.

Toutes ces données de la littérature suggérent que les canaux TRPC3 pourraient se
trouver au carrefour de I’intégration de plusieurs parametres énergétiques hormonaux et/ou

métaboliques.
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Pour conclure, nos travaux confortent la présence d’au moins deux modes de détection
centrale du glucose (Figure 52):

- Ils permettent de proposer un couplage entre les astrocytes et les neurones
POMC dans la détection hypothalamique du glucose par I’intermédiaire des
endozépines. Cette notion de détection indirecte du glucose pour les neurones
POMC est originale.

- IIs mettent en évidence un nouveau « senseurs de glucose moléculaires », le
canal TRPC3. Le role des canaux TRPC dans le contréle de 1’homéostasie

énergétique est novateur.
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Figure 52 : Schéma de conclusion

142



Annexes

143



Matériel et méthodes

[.1. Animaux

Les expériences sont réalisées sur des rats males Wistar (Charles Rivers, France) et des
souris males génétiquement invalidées pour le canal TRPC3 dans tout I’organisme (souris
TRPC3%K Q) ou des souris males TRPC "I offertes par le Pr L. Birbaumer (Hartmann et
al., 2008). Les expériences in vitro sont effectuées chez des animaux ages de 4 a 5 semaines et
celles in vitro chez des animaux agés de 8 a 12 semaines. Les animaux sont maintenus dans
un environnement contrélé (12 h/j a 22 °C), nourriture (Safe A04) et boisson fournies ad
libitum. Les protocoles expérimentaux suivent les directives européennes (86/609/EEC) et ont
¢été approuvés par le comité d’éthique de I’Université de Bourgogne (C2EA Grand Campus
N° 105).

[.2. Etudes in vitro et ex vivo
1.2.1. Obtention de tranches de cerveau

Comme décrit précédemment (Fioramonti et al., 2004), apres anesthésie (ip,
pentobarbital sodique, 60 mg/kg, Ceva Santé Animale), les animaux sont perfusés en
intracardiaque avec une solution saline froide (4°C, composition en mM : 200 sucrose, 28
NaHCOs;, 2,5 KCI, 0,5 CaCl,, 8 MgCly, 1,25 NaH2PO4, 0,5 CaCl,, 5 HEPES, 1 L-Ascorbate
et 8 D-glucose ; pH 7,3 ; osmolarité ~ 310 mOsmol/l) et oxygénée (95/5 % O./CO,). Cette
étape permet d’éliminer le sang du cerveau et de refroidir rapidement les régions cérébrales
profondes pour préserver au mieux I’intégrité cellulaire. Aprés décapitation, le cerveau est
rapidement prélevé et immergé dans cette méme solution oxygénée. Des coupes frontales de
300 um sont réalisées a 1’aide d’un vibratome (Leica). 4 a 5 coupes frontales contenant le
MBH sont obtenues et conservées a température ambiante dans une solution saline
physiologique oxygénée (contenant en mM : 118 NaCl, 3 KCI, 1,2 NaH2PQO4, 1 MgCl,, 2,5
NaHCOg, 1,5 CaCly, 5 HEPES et 5 D-glucose ; pH 7,3 ; osmolarité ~ 310 mOsmol/l).
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I.2.2. Culture primaire de neurones dissociés de MBH

Les neurones isolés de MBH sont préparés comme décrit précédemment (Dunn-
Meynell et al., 2002; Kang et al., 2006). Rapidement, aprés avoir réalisé les tranches de
cerveau, le MBH est isolé. Les cellules de MBH sont ensuite dissociées mécaniquement avec
de la papaine a 1’aide du Kit « neural tissue Dissociator Kit » (MACS Miltenyi Biotec) puis
centrifugée 5 min a 200g. Apres centrifugation, les cellules sont resuspendues dans 0,5 ml de
milieu «conditionné» astrocytaire (ACM) contenant 2,5 mM de glucose (cf préparation de
I’ACM ci-dessous), favorisant la survie des neurones. Les cellules sont ensuite ensemencées
dans des cylindres posés sur des lamelles de verre préalablement recouvertes de poly-L-lysine
(50 pg/ml ; Sigma) pour favoriser 1’adhésion cellulaire. L’ensemencement dans les cylindres
permet de concentrer suffisamment les cellules pour les expériences ultérieures d’imagerie
calcique. Aprés 1 h d’incubation a 37°C, les cylindres sont enlevés et de I’ACM est ajouté.
Les cellules sont finalement maintenues dans un incubateur a 37°C dans une atmosphére
humide enrichie en CO2 (95/5 % 02/CO») pendant 18 h maximum pour éviter une perte de

sensibilité au glucose.

I.2.3. Préparation du milieu conditionné astrocytaire (ACM)

La culture d’astrocytes est issue du MBH de 3 animaux males agés de 4 & 5 semaines.
Les animaux sont anesthésiés au pentobarbital. Aprés décapitation, les cerveaux sont
rapidement prélevés et les MBH sont isolés et rincés dans du PBS froid. Les MBH sont
coupés en morceau et triturés rapidement dans du milieu Neurobasal-A (contenant en mM : 5
D-glucose, 1 L-lactate, 2,3 L-pyruvate, 0,5 L-glutamine; 10 % FBS, 100 U/ml
pénicilline/streptomycine et 50 pg/ml gentamycine ; Invitrogen). La suspension cellulaire est
ensemencée dans une flasque préalablement recouverte de poly-L-lysine (50 pg/ml ; Sigma).
Une fois a confluence (environ 10 jours), les cellules sont agitées a 250 rpm pendant 18 h a 37
°C. Apres agitation, les cellules en suspension (principalement les neurones, les
oligodendrocytes et la microglie) sont éliminées alors que les cellules adhérentes
(essentiellement des astrocytes) (Rogers et al. 1997) sont décollés a 1’aide de trypsine
(Trypsin/EDTA 0,05% ; Gibco) puis centrifugé a temperature ambiante pendant 5min a 200g.
Le culot de cellules est remis en suspension et les astrocytes cultives dans du milieu

Neurobasal-A (5 mM de glucose) et conservés dans incubateur a 37°C dans une atmosphere
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humide enrichie en CO2 (95/5 % 02/CO2) jusqu’a leur utilisation pour préparer le milieu
«conditionné».

La veille de la culture primaire de neurones dissociés de MBH, le milieu de culture des
astrocytes est remplacé par du milieu Neurobasal-A contenant 2,5 mM de glucose. 24 h aprés
incubation, le milieu «conditionné» appelé ACM est filtré, supplémenté avec 1 % de B-27

(Invitrogen) et utilisé pour préparer les neurones dissociés de MBH.

I.2.4. L’imagerie cellulaire sur les neurones dissociés de MBH

Pour étudier la réponse a 1’augmentation de la concentration de glucose des neurones
HGE, nous avons utilisé I’imagerie calcique sur les neurones dissociés de MBH comme décrit
précédemment (Dunn-Meynell et al., 2002; Kang et al., 2006). Les neurones GS ont été
discriminé en fonction des changements de la concentration intracellulaire de Ca?* ([Ca']i) en

réponse a I’augmentation de la concentration de glucose de 2,5 a 10 mM.

.2.4.1. Caractéristiques de la sonde Fura-2

Dans cette étude, les réponses calciques sont mesurées avec un indicateur
ratiométrique de calcium intracellulaire excitable a la lumiere UV, le Fura-2/AM (Fura-
2/acétoxyméthyl ester). Sous forme estérifiée, le Fura-2/AM traverse la membrane plasmique
puis est desestérifié sous forme Fura-2 dans le cytoplasme cellulaire sous 1’action des
estérases endogenes. Apres clivage des groupements méthyl, le Fura-2, devenu hydrophobe,
ne peut plus sortir de la cellule. Le Fura-2 est ensuite excité a 340 nm et a 380 nm et émet une
fluorescence a 510 nm. L’intensité de fluorescence mesurée suite a I’excitation a 340 nm
représente la proportion de la sonde Fura-2 liée au Ca®". L’intensité de fluorescence mesurée
suite & I’excitation a 380 nm refléte la proportion de la sonde Fura-2 non-liée au Ca?*. Ainsi,
la mesure du ratio (340/380 nm) de I’intensité de fluorescence est directement proportionnelle
a la [Ca?*]i. Ce ratio permet de s’affranchir du «bleaching» de la sonde (perte de fluorescence
au cours du temps), des variations de concentration intracellulaire en sonde entre les cellules

et de la morphologie des cellules.

.2.4.2. Protocole
Les neurones dissociés de MBH sont incubés pendant 20 min a 37 °C dans du milieu
d’enregistrement a 2,5 mM de glucose (ME 2,5 : contenant en mM : 25 HEPES, 121 NaCl,
4,7 KCI, 1,2 MgSOg4, 1,2 KH2PO4, 5 NaHCO3, 2 CaClz, 2,5 D-glucose ; pH 7,4 ; osmolarité
adjustée a 300-310 mOsmol/l avec du sucrose) en présence de 1,7 uM de Fura-2/AM
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(Molecular probes) et de 0,02% d’acide pluronique (Molecular probes) favorisant la
pénétration de la sonde Fura-2 dans les cellules. Apres ringage, les cellules sont transférées
dans une chambre d’enregistrement thermostatée (37°C) sous un microscope inversé
(Olympus 1X70) et visualisées a I’objectif x20. Les paires images de fluorescence (excitation
340 et 380 mm) de la sonde Fura-2 sont acquises toutes les 10 secondes grace a une caméra
CCD intensifiée (Charged Coupled Device, Hamamatsu). Les valeurs d’intensité de
fluorescence sont collectées a 510 nm et les valeurs de ratio 340/380 nm sont obtenues aprés
soustraction du bruit de fond. Toutes les expériences débutent a 2,5 mM de glucose, en accord
avec la concentration physiologique de glucose dans le cerveau, comme utilisé précedemment

pour identifier les neurones GS (Song et al., 2001).

1.2.4.3. Double imagerie

La mesure simultanée de la [Ca?']i et de la production de EAOs est réalisée en
collaboration avec les équipes des Dr Routh et Shirokova (Rutgers, New Jersey). Les
neurones dissociés de MBH sont incubés simultanément avec la sonde calcique Asante
Calcium Red (1 h, 5um, 37°C ; Teflabs) et la sonde redox H.DCFDA (30min, 5um, 37°C;
Molecular probes). Aprés rincage, les cellules sont transférées dans une chambre
d’enregistrement thermostatée (37°C) dans un microscope confocal (Olympus, 1X81) et
visualisées a I’objectif x10. L’émission de fluorescence des sondes ACR (excitation : 540nm,
émission : 650nm) et H.DCFDA (excitation : 488nm, émission : 520nm) est acquise toutes les
30 secondes, avec 5 secondes d’intervalle entre 1’excitation de chaque sonde, grace a une
caméra CCD intensifiée (Charged Coupled Device), aprés soustraction du bruit de fond, en

réponse a I’augmentation de la concertation de glucose de 2,5 a 10 mM.

.2.4.4. Analyse des données

L’acquisition et 1’analyse des images sont réalisées a 1’aide du logiciel TILL
Photonics. Les changements de la [Ca?*]i sont quantifiés en calculant 1’aire sous la courbe
intégrée de chaque réponse calcique durant 1’augmentation de la concentration de glucose
grace au logiciel MathLab. Un neurone est qualifié de HGE si I’augmentation de la [Ca?"];
en réponse a I’augmentation de la concentration de glucose de 2,5 a 10 mM a lieu entre 2
et 20 min apreés traitement, avec une amplitude supérieure a 0,1 Aratio 340/380, dure au
moins 30 secondes et est transitoire. En fin de chaque enregistrement, une solution de KCI a
50 mM est ajoutée dans la chambre d’enregistrement pendant 2 min pour s’assurer de la
capacité d’excitabilité des neurones. 90 a 95 % des cellules répondent au KCI dans ce modele

de culture. Les neurones non répondants au KCI sont éliminés de 1’étude. La quantification
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des réponses au glucose est exprimée sous forme de moyenne + sem. L’analyse de chaque
expérience est obtenue a partir d’au moins 3 cultures indépendantes préparées a partir d’au
moins 6 animaux. Des tests de Student (t-test) appariés et non appariés ou des one-way

ANOVA sont réalisés pour déterminer les différences.

1.2.5. Agents pharmacologiques

Le Glutathione reduced ethyl ester (GSH-EE, 0.1 mM), le trolox (0.2 mM), la catalase
(4000U/ml), le SFK96365 (5 uM), le Pyrarole3 (Pyr3; 1 uM (in vitro), 3 uM (in vivo)), le 1-
Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG, 10 uM) sont fournis par Sigma Aldrich ; le ML204 (1uM)
par Tocris ; ’ODN et le CDLOP par notre collaborateur, le Dr T.Alquier. Tous les agents
pharmacologiques sont préparés dans du DMSO ou de I’éthanol puis dilués dans du milieu
d’enregistrement pour une concentration final de DMSO n’excédant pas 0,002% (v/v). Pour
tous les agents pharmacologiques, la plus faible concentration est déterminée pour éviter les

effets non spécifiques.

1.2.6. RT-gPCR

Les ARN totaux ont été extraits des tissus par chromatographie avec le kit RNAeasy
plus (Qiagen) qui comprend une étape d’élimination de I’ADN génomique. La quantité et la
qualité des échantillons d’ARN ont été évaluées par microéléctrophorese sur puce Experion
(Biorad). Cette analyse fournit pour chaque échantillon un indice de qualité (RQI) de 1 a 10.
Seuls les échantillons ayant obtenu un indice supérieur ou égal a 7 sont inclus dans 1’étude. La
concentration des ARN est éventuellement standardisée par dilution et la transcription inverse
(RT) est réalisée sur une quantité d’ARN fixée et identique pour tous les échantillons avec le
kit Quantitect (Qiagen). Ce kit comprend également une étape préliminaire d’élimination
enzymatique de toute trace d’ADN. La PCR quantitative est mise en ceuvre a 1’aide d’un
thermocycleur StepOnePlus (Applied Biosystems) sur les cDNA obtenus avec un maximum
de 10% de RT dans la réaction de PCR. La détection de I’amplification des genes cibles se
fait par hydrolyse de sondes Tagman (Applied Biosystems) spécifique pour des cDNAs et
pré-validées (Tagman gene expression assays). Le mélange de PCR est le Tagman Universal
Master Mix Il avec UNG ou le Tagman Gene Expression master mix (Applied Biosystems).

Des controles dépourvus de transcriptase inverse (noRT) et un contréle dépourvu d’ADN (no
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template) sont systématiquement inclus dans chaque étude/plaque. Les résultats sont analysés

avec le logiciel StepOne (Applied Biosystems) et/ou Data Assist (Applied Biosystems).

[.3. Etudes in vivo
1.3.1. Stéréotaxie

La stéreotaxie est une technique utilisée en neurochirurgie pour atteindre des zones du
cerveau de maniere précise. La position des différentes structures cérébrales est définie a
partir de 1’atlas stéréotaxique (Paxinos G et Watson C, The brain stereotaxic coordinates-2nd
Edition). Avant la chirurgie, les animaux regoivent une injection sous-cutanée de
buprénorphine (0,03 mg/kg Axience) et de la lidocaine (50ul, Ceva Santé Animale) a la
surface du crane pour atténuer la douleur. Sous anesthésie gazeuse (isoflurane), aprés avoir
fix¢é la téte de I’animal dans le cadre stéréotaxique (Kopf), la peau du crane est incisée et 1’0s

est nettoyé avec de I’eau oxygénée pour permettre la vue des sutures craniennes.

.3.1.1. Implantation de canules

Pour les expériences chez le rat, une canule bilatérale est implantée dans le MBH (AP:
-3,4 mm vs. bregma; L: -0,5mm vs. suture sagitale; DV: -9,5mm vs. surface du crane). Pour
les souris TRPC3®? KO, une simple canule est implantée dans le ventricule latéral (AP: -0,5
mm vs. bregma; L: -1,0mm vs. suture sagitale; DV: -2,2mm vs. surface du crane). Du ciment
dentaire, ancré a la boite cranienne a ’aide deux vis, maintient la canule en place. Apres la
chirurgie, les animaux sont réhydratés avec du sérum physiologique injecté en sous-cutané
(souris : 100 pL ; rats : 500 ul). Les animaux sont ensuite placés dans leur cage sur un tapis
chauffant et surveillés jusqu’a leur réveil. Tous les animaux ont récupéré leur poids pré-
chirurgie apres environ 7 jours. Aprés récuperation, le test de sécrétion d’insuline en réponse
a I’hyperglycémie centrale est réalisé chez le rat et le test de réalimentation en réponse au

glucose icv est effectué chez la souris TRPC3©® KO.

.3.1.2. Génération des souris TRPC3MBH KO
Un adénovirus, AAV-Cre-GFP, est utilisé pour induire une recombinaison génétique
dans le MBH des souris TRPC3'¥% e plasmide CBA.nls myc Cre.eGFP exprime la
protéine de fusion myc-nls-Cre-GFP fournie par Richard Palmiter (Université de Washington,
Seattle, USA). Les AAV ayant un sérotype 2/9 (AAV2/9) (~3-10x10 particules virales/ml)
sont fournis par la plateforme de production de virus de UMR INSERM 1089 (Nantes,
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France). Les souris TRPC3'®/°% recoivent 250 nl d’AAV Cre-GFP (3-10x10% particules
virales/ml) ou d’AAV- CMV (contrble, 5x10*2 particules/ml) de part et d’autre du MBH par
stéréotaxie (AP: -1.4 mm vs. bregma; L: -0.4 mm vs. suture sagitale; DV: -5.4mm vs. surface

du créne) pour invalider 1’expression du canal TRPC3 spécifiquement dans le MBH. Ces
souris sont appelées TRPC3MBH KO.

1.3.2. Test tolérance au glucose (GTT) et a I'insuline (ITT)

Les souris sont préalablement placées en cages individuelles sans nourriture pendant
environ 5h avant les tests de tolérance au glucose et a I’insuline. La tolérance au glucose ou a
I’insuline est mesurée en suivant la glycémie par prélevement de sang a la queue de I’animal a
t=0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 min apres injection intra-péritonéal de glucose (2g/kg) ou
d’insuline (0,75U/ml). Les échantillons de plasma sont collectés a t=0, 15, 30 pour mesurer la
sécrétion d’insuline induite par le test de tolérance au glucose par alphaLISA (AL204, Perkin

Elmer).

1.3.3. Sécrétion d’insuline induite par I’hyperglycémie centrale

Le test de la détection centrale de 1’augmentation de la concentration de glucose est
toujours réalisé en début d’aprés-midi suite & une période de 5 heures sans croquettes,
permettant ainsi une stabilisation des glycémies et une homogénéisation des groupes. Le test
est pratiqué sur des animaux anesthésiés (rats, souris TRPC3°® KO, TRPC3VE" KO) au
pentobarbital (60 mg/kg). Une incision est pratiquée a la base du cou, les tissus conjonctifs et
musculaires sont dégagés. La carotide est isolée, ligaturée a l'extrémité la plus proche du
coeur. Le cathéter est inséré dans la carotide en direction du cerveau et ligaturé pour le
maintenir en place. Apres stabilisation de la glycémie, I'animal re¢oit un bolus de glucose
(rat: 9 mg/kg, 100 pl en 30 secondes / souris: 25mg/kg, 30ul en 30 secondes). Des
échantillons de sang sont prélevés au niveau de la queue au temps t=0 min (juste avant
I’injection du bolus de glucose), t=1, 3 et 5 min et la glycémie est mesurée. Ce protocole est
connu pour induire une sécrétion rapide (1 min) et transitoire d’insuline dont la commande est
nerveuse (vagale), sans modification de la glycémie périphérique, ce qui exclu toute
stimulation directe du pancreéas par ce métabolite. Les échantillons de sang sont centrifugés a
200 g/min, pendant 7min a 4°C afin d’en récolter les plasmas pour la mesure ultérieure de la

concentration en insuline par alphaLISA (AL204, Perkin Elmer).
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Pour I’étude pharmacologique chez le rat, 5 min aprés infusion intra-MBH de Pyr3
(3uM, 1pl en 10 min) pour inhiber I’activité du canal TRPC3 ou de liquide cérébrospinal
artificiel (aCSF, 1pl en 10 min, Tocris) dans le MBH, I’injection du bolus carotidien de
glucose est réalisée. A la fin du test, les rats sont sacrifiés et une solution de bleu de

bromophénol est infusée pour vérifier le bon emplacement de la canule.

Pour les souris TRPC3® KO et TRPC3MEH KO, le MBH est prélevé pour quantifier
les taux d’expression des canaux TRPC par RT-qPCR et vérifier le site d’injection des AAV.

1.3.4. Tests de réalimentation en réponse au glucose

Les souris sont placées en cycle inversé pour mesurer la prise alimentaire durant leur
phase d’activité. Apres 18h de jelne, du glucose ou du sucrose (125ug dans 2 pl en 5 min,
osmolarité similaire) est infusé dans le ventricule latéral des souris éveillées. 30 min apres
injection, les croquettes sont réintroduites dans la cage et la prise alimentaire est mesurée
pendant 6h, toutes les 2 heures. A la fin du test, les animaux sont sacrifiés et une solution de
bleu de bromophénol est injectée afin de verifier le bon emplacement de la canule. La prise
alimentaire a aussi été testée apres injection de glucose (2g/kg) ou de NaCl en intrapéritonéal.

1.3.5. Analyses biochimiques
La glycémie est mesurée a partir d’une gouttelette de sang déposée sur une bandelette

d’un lecteur glycémique Performa AccuChek (Roche). L’insulinémie est mesurée en utilisant

un kit alphaLISA ultra-sensible (AL204, Perkin Elmer).

I.3.6. Analyses statistiques

L’analyse statistique est réalisée avec le logiciel Prism 5.0 (GraphPad). Les résultats
sont exprimés sous forme de moyenne + sem. Des tests de Student (ou des t-tests) appariés ou
non-appariés ont été réalisés pour les comparaisons de deux groupes de données. Pour les
comparaisons multiples, une analyse de variance (ANOVA) a 1 ou 2 parametres (suivie d’un
post-test de Bonferroni) a été réalisée pour détecter les différences. Les tests utilisés sont
mentionnés dans les Iégendes des figures. Les différences significatives sont notées * # ** #
*xx ## gur les figures lorsque les valeurs de « p » étaient respectivement < 0,05 ; 0,01 et
0,001.
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ABSTRACT

The melanocortin pathway is well known to play a key role in the hypothalamic control of
energy balance. Recent evidences demonstrate that the octadecaneuropeptide (ODN), an
endozepine secreted by astrocytes, modulates feeding behaviour and glucose homeostasis. It
was suggested that the anorectic effect of ODN involves the activation of the melanocortin
pathway. The aim of the present study was to determine whether ODN specifically activates
proopiomelanocortin (POMC) neurons of the arcuate nucleus (ARC) and modulate energy
homeostasis in a melanocortin-4 receptor (MC4R)-dependent manner. Our results
demonstrate that decreased feeding as well as increased respiratory exchange ratio and
locomotor activity induced by central administration of ODN are blunted in MC4R-deficient
mice. Using electrophysiological recordings in brain slices from POMC-eGFP mice, we show
that ODN increases the firing of GFP-positive neurons but not neighbouring non-GFP cells
suggesting that ODN selectively activates POMC neurons in the ARC. Importantly, ODN
decreases the frequency of inhibitory GABA inputs in both POMC and non-POMC neurons
to suggest a GABAa-independent activation. Finally, calcium imaging recordings in
dissociated primary hypothalamic neurons show that the antagonist of the ODN G-protein
coupled receptor (GPCR) inhibits ODN-induced calcium oscillations. In summary, our study
demonstrates that the gliotransmitter ODN specifically activates POMC neurons of the ARC
in a GABAAa-independent and ODN GPCR-dependent manner to decrease feeding and
regulate metabolic responses via the MC4R. These findings highlight the importance of
endozepines in the regulation of the melanocortin pathway and open new research avenues

related to the hypothalamic control of energy balance by endozepines.

Key-words:

Food intake, hypothalamus, arcuate nucleus, endozepines, electrophysiology
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INTRODUCTION

The past two decades have witnessed major advances in our understanding of the control of
energy balance by hypothalamic neuronal populations. This control relies on neurons that are
capable of integrating metabolic signals including hormones (e.g. leptin, insulin and ghrelin)
and nutrients (i.e. glucose, fatty and amino acids) (21). Anatomically, neurons responding to
these signals are clustered in areas of the hypothalamus including the arcuate nucleus (ARC),
ventromedial hypothalamus (VMH), paraventricular nucleus (PVN) and the lateral
hypothalamus. In the ARC, metabolic signals are known to modulate the activity of two
functionally opposing neuronal populations that project to other nuclei: orexigenic
neuropeptide Y (NPY) neurons and anorexigenic proopiomelacortin (POMC) neurons (21).
POMC neurons release a-Melanocyte-Stimulating Hormone that activates the melanocortin-4
receptor (MC4R) expressed in PVN neurons. POMC neurons are generally viewed as
“catabolic” given that their activation decreases food intake and promotes expenditure. The
importance of the melanocortin pathway in the etiology of obesity and type 2 diabetes is
underscored by several lines of evidence showing that impairments in POMC signalling lead
to obesity, glucose intolerance and chronic hyperglycemia in rodents (4, 22) and that
mutations in the genes coding for POMC and MCA4R are the most frequent form of monogenic
human obesity (7, 24, 27). In addition to this well-established metabolic neurocircuit, non-
neuronal cells of the hypothalamus have recently emerged as new players in the regulation of
energy balance (2). Astrocytes, the most abundant glial cells in the brain, provide anatomical
and metabolic support for neurons. Importantly, astrocytes of the hypothalamus play an
important role in metabolic sensing, energy balance regulation and obesity (2). However the
mechanisms and pathways by which astrocytes regulate the activity of metabolic neurocircuits
in the hypothalamus remain elusive.

Acyl-CoA Binding Protein (ACBP) was initially identified in the brain as a secreted
peptide that displaces benzodiazepines from their binding sites on the GABAAa ionotropic
receptor (15). For this reason, ACBP is also named Diazepam Binding Inhibitor (DBI) and is
referred to as an endozepine. ACBP is expressed throughout the brain and, we (5) and others
(18) showed it is mainly expressed in astrocytes and tanycytes in the hypothalamus. Since its
discovery, studies have shown that ACBP is secreted by cultured astrocytes in response to
different stimuli (18, 20, 23). Once secreted, ACBP is cleaved leading to the generation of
two endozepine peptides, triakontatetraneuropeptide (TTN) and octadecaneuropeptide (ODN)
(12).
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Of importance, studies have shown that intracerebroventricular (ICV) administration of ODN
decreases food intake (8, 10) and increases glucose tolerance in rodents (18). These studies
also suggested that the anorectic effect of ODN is not contingent on the GABAA receptor and
involves an unidentified G-protein coupled receptor (GPCR) (8, 10, 18). In addition, the
appetite-suppressing effect of ODN is blunted by antagonism of MC3R and MC4R (18)
suggesting that the melanocortin pathway is involved. Despite these evidences, whether ODN
activates POMC neurons and the neuronal signalling mechanisms involved (GABAAa and/or
ODN GPCR) are still unknown. Thus, the goal of the present study was to 1) determine
whether ODN regulates feeding and metabolic responses in a MC4R-dependent manner, 2)
establish whether ODN specifically targets and activates POMC neurons of the ARC, and 3)
determine the contribution of GABAa and ODN GPCR signalling in the modulation of
POMC neurons activity. To this end, we have employed complementary approaches and
models consisting of MC4R knockout (KO) mice, electrophysiological recordings in POMC-
GFP reporter mice and Ca?* imaging in primary hypothalamic neurons.

157



MATERIAL AND METHODS

Animals: Male MC4R KO and control wild type (WT, same genetic background) mice
(B6;129S4-Mc4rtmtowlyy - stock number 006414,) and POMC-eGFP mice (C57BL/6J-
Tg(Pomc-EGFP)1Low/J, stock number 009593) were purchased from the Jackson
Laboratory. Animals were housed on a 12 h light/dark cycle at 21°C with free access to water
and standard chow diet for at least ten days before starting the experimentation. All
procedures using animals were approved by the institutional animal care and use committee
(Comite Institutionnel de Protection de Animaux, protocol #An12012TArs) of Centre de
Recherche du Centre Hospitalier de 1’Universit¢ de Montréal (CRCHUM) and the French
Ministry of Research and local ethic committees of the University of Burgundy (C2EA Grand
Campus de Dijon N°105).

Stereotaxic surgery: Mice (10-12 week old) were anaesthetised with isoflurane and placed on

a stereotaxic apparatus (Kopf instrument). Animals were implanted with a guide cannula
(Plastics One) into the right lateral ventricle according to stereotaxic coordinates (from
bregma: -0.5 mm antero-posterior, +1 mm lateral and -2.1 mm dorso-ventral from the dura).
Cannulated mice were allowed to recover for a week before intracerebroventricular (ICV)
administration of angiotensin 11 (40 ng in 2 pl) to verify cannula placement. Mice that did not

drink within the first 5 min with repeated bouts were excluded from the study.

Food intake studies: Animals were food deprived for 18h. Freshly reconstituted ODN (100 ng

in 2 pl; Phoenix pharmaceuticals) or saline control was administered 1h before the onset of
the dark cycle. Access to food was restored 30 min after the ICV injection and food intake

was measured for 24 h.

Indirect calorimetry: Respiratory exchange ratio (RER), energy expenditure and locomotor

activity were measured using indirect calorimetry in Comprehensive Lab Animal Monitoring
System (CLAMS) metabolic cages (Columbus Instruments). Cannulated mice were single
housed in metabolic cages during 24h for habituation and were injected ICV with saline or
ODN (100 ng in 2ul) 1 h before the onset of the dark cycle and monitored for 24 h.

Electrophysiological recordings: Brain slices (250 um) were prepared from 6-8 weeks old

POMC-eGFP mice as previously described (13). After recovery, slices were perfused with an

158



oxygenated extracellular medium containing (in mM): 118 NaCl, 3 KCI, 1 MgCl,, 25
NaHCO3, 1.2 NaH;PO4, 1.5 CaCly, 5 Hepes, 2.5 D-glucose (osmolarity adjusted to 310
mOsM with sucrose, pH 7.3) in a recording chamber placed under a microscope (Nikon
EF600) outfitted for fluorescence and IR-DIC videomicroscopy. Viable ARC POMC neurons
were visualized with a fluorescence video camera (Nikon). For cell-attached recordings,
borosilicate pipettes (4-6 MQ; 1.5 mm OD, Sutter Instrument) were filled with filtered
extracellular medium. For whole-cell spontaneous inhibitory post-synaptic currents (SIPSC)
recordings, pipettes were filled with a cesium-chloride solution containing (in mM): 140
CsCl, 3.6 NaCl, 1MgCl,, 10 HEPES, 0.1 NasEGTA, 4 Mg-ATP, 0.25 Na-GTP (290 mOsm,
pH 7.3).

Calcium imaging: Mediobasal hypothalamic neurons were prepared from 3-4 weeks-old

Wistar rats as described previously (25). Cells were loaded with Fura-2/acetoxymethyl ester
(0.5 uM; Fura-2/AM; Molecular Probes) for 20 min at 37°C in Hanks buffer balanced salt
solution (containing (in mM): 25 HEPES, 121 NaCl, 4.7 KCI, 1.2 MgSOQa, 1.2 KH2PO4, 5
NaHCOg, 2 CaCly, 2.5 D-glucose; pH 7.4)). Fura-2 fluorescence images were acquired every
10 sec by alternating excitation at 340 and 380 nm and emissions (420-600 nm) with a CDD
camera coupled to Live Acquisition software (TiLL Photonics). Changes in intracellular
calcium levels ([Ca**]i) were monitored in cells held at 2.5 mM glucose in response to ODN
(1 nM) with or without the ODN GPCR antagonist cyclo: s[dLeu®JOP (cdLOP) (10 nM)

prepared by standard Fmoc solid-phase peptide synthesis based on a previous study (19).

Expression of data and statistics: Data are expressed as means + SEM. Intergroup

comparisons were performed by ANOVA with Bonferroni post hoc tests or Student’s t-test as
described in figure legends. p < 0.05 was considered significant.
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RESULTS AND DISCUSSION

Central action of ODN on energy homeostasis is MC4R-dependent. Consistent with
previous findings (10), our results show that ICV injection of ODN decreases food
consumption in WT mice (Fig 1A). To confirm that ODN anorectic action is dependent on the
melanocortin pathway (18), similar experiments were performed in MC4R KO mice. The
anorectic effect of ODN was totally blunted in mice lacking the MC4R (Fig 1A). Activation
of the melanocortin system has been associated with increased respiratory exchange ratio
(RER), locomotor activity as well as energy expenditure (3, 4). Interestingly, central
administration of ODN increases RER and locomotor activity in WT but not MC4R KO mice
(Fig 1B). Energy expenditure was not affected by ODN in MC4R WT or KO mice (Fig 1B).
Previous work showed that pharmacological antagonism of MC3R and MC4R blunted the
anorectic effect of the ODN GPCR agonist in rats (18). Together, our findings demonstrate
that ODN anorectic action as well as its effect on RER and locomotor activity are dependent
on MC4R but not MC3R. The lack of ODN effect on energy expenditure is somehow
surprising given that activation of the melanocortin pathway is usually associated with
increased energy expenditure. It is possible that higher dose or repeated injections may be

necessary to observe changes in energy expenditure.

ODN specifically activates POMC neurons. Our in vivo findings demonstrate that the
MC4R is mediating the central actions of ODN suggesting that ODN activates POMC
neurons in the ARC. To address this question, we monitored the effect of ODN on POMC
neurons in the ARC using electrophysiology in brain slices from POMC-eGFP reporter mice
(Fig 2A). Cell-attached recordings show that ODN increases action potential frequency in all
POMC neurons tested (Fig 2B & C). Importantly, recordings of non-fluorescent neurons in
the ARC in brain slices from POMC-eGFP mice show that ODN failed to modulate the
electrical activity of non-POMC neurons (Fig 2C). These results suggest that ODN
specifically activates POMC neurons in the ARC.

ODN activates POMC neurons through a GABAA independent mechanism. ODN has
been shown to act as a negative allosteric modulator (NAM) of the GABAAa receptor (1).
Importantly, POMC neurons of the ARC receive GABAergic inhibitory inputs from
neighboring neurons (26) suggesting that ODN-induced POMC neuron activation could be
mediated via inhibition of GABAergic input. Thus, we quantified the frequency and
amplitude of spontaneous Inhibitory Postsynaptic Currents (sIPSC) onto POMC and non-
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POMC neurons in brain slices from POMC-eGFP mice. sIPSC amplitude is not affected by
ODN in both POMC and non-POMC neurons (data not shown). However, ODN decreases
sIPSC frequency onto POMC neurons (Fig 3). Interestingly, ODN also decreases sIPSC
frequency onto non-POMC neurons suggesting that the peptide acts as a NAM of the GABAA
receptor in all ARC neurons. Although we cannot exclude that the decreased sIPSC frequency
may favor ODN-induced POMC neurons activation, our results suggest that ODN-induced
POMC neurons activation is GABAA independent (Fig 3) and thus involves an additional
pathway.

To confirm the idea that POMC neurons activation by ODN is GABAAa independent, we
performed Ca?* imaging on freshly dissociated neurons of the mediobasal hypothalamus
(MBH, including the ARC and VMH) in response to ODN. Neurons in culture are isolated
from each other (no dendrites and axons) ruling out potential GABAergic inputs (Fig 4A).
Calcium imaging was used as a surrogate of neuronal activation in isolated MBH neurons.
Our recordings show that ODN increases [Ca?*]; oscillations in ~10% of MBH neurons tested
(Fig 4B & C). Previous studies have demonstrated that ODN activates an unidentified GPCR
coupled to Phospholipase C and Ca?* (14, 19). Importantly, we found that the antagonist of
ODN GPCR (cdLOP) decreases the number of ODN-responsive neurons as well as the
magnitude of Ca?" response to ODN in MBH neurons (Fig 4B & C). Together, our
electrophysiology and Ca?* imaging results demonstrate that ODN specifically activates
POMC neurons of the ARC and suggest that ODN-induced POMC neurons activation is
dependent on the ODN GPCR.

Our findings highlight several important aspects of endozepine signaling and action in
the hypothalamus.

First, it was shown that, depending on the brain regions, ODN acts as a NAM (1) or a
positive allosteric modulator (6) of the GABAA receptor. Our results showing that ODN
decreases sIPSC frequency in ARC neurons suggest that ODN behaves as a NAM of the
GABAA in ARC neurons, even though we cannot exclude a possible effect of ODN directly
on GABA synaptic terminals. Although we cannot extend our findings to other hypothalamic
nuclei, it is important to note that approximately 50% of synapses in the hypothalamus are
GABAergic (9). Thus ODN may be an important regulator of GABAergic signaling in the
hypothalamus and therefore affect the activity of circuits involved in neuroendocrine
responses.

Second, our findings indicate that the effect of ODN on neuronal activity cannot be
explained solely by its NAM activity on the GABAa and implicate the ODN GPCR.
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Importantly, the effect of ODN was specific to ~10% of hypothalamic neurons in culture
(Ca?* imaging) and to POMC neurons (electrophysiology studies). Although the identity of
neurons studied in Ca?* studies was unknown, the percentage of ODN-responsive neurons is
compatible with the proportion of POMC neurons in the MBH. Together, this strongly
suggests that ODN GPCR s specifically expressed in POMC neurons in the ARC. However,
we cannot exclude the possibility that ODN modulates the activity of neurons in other
hypothalamic nuclei.

Although our results support the concept that POMC neurons activation by ODN is GPCR-
dependent, the downstream signaling pathways are still unknown. Studies showed that ODN
GPCR activation stimulates PLC, [Ca®']i and a PKC-dependent activation of the ERK
pathway (14, 17, 19). In our study, Ca®*" imaging was used as a surrogate of neuronal
activation. Thus, we cannot conclude that ODN GPCR is coupled to downstream Ca?*
signaling in MBH neurons. Additional studies are required to decipher which pathway(s)
triggers POMC neurons activation in response to ODN.

Third, our study supports the idea that ODN might be involved in hypothalamic

glucose sensing. The recent study by Lanfray et al (18) demonstrated that ODN secretion is
increased by glucose in hypothalamic explants. In addition, they show that the anorectic
action of glucose was blunted by the ODN GPCR antagonist. Together, this suggests that
ODN is a glucose-induced gliotransmitter targeting hypothalamic neurons to decrease
feeding. Our results add an important piece to the endozepine signaling puzzle by showing
that ODN specifically activates anorectic POMC neurons in the ARC to decrease feeding and
regulate metabolic responses via the MC4R. Previous studies suggested that POMC neurons
are activated by glucose (16, 22). However, it is still unclear whether glucose directly
activates POMC neurons (12). Our findings combined with the study of Lanfray et al (18)
support the model by which glucose-induced POMC neurons activation could be dependent
on ODN secretion in astrocytes.
More generally, our results support the emerging concept that hypothalamic astrocytes and
astrocyte-derived signals play a key role in the regulation of metabolic neurocircuits activity
and energy balance. Future astrocyte-specific loss-of-function studies will be important to
assess the role of endogenously expressed endozepine.

In summary, our study demonstrates that the gliotransmitter ODN specifically
activates POMC neurons of the hypothalamus in a manner dependent on the ODN GPCR to

decrease feeding and regulate metabolic responses via the MC4R. These findings open new
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research avenues related to the hypothalamic control of energy balance by endozepines and

their contribution to the etiology of metabolic diseases.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1: Central regulation of energy homeostasis by ODN is MC4R-dependent. A-
Cumulative food intake in fasted MC4R WT or KO mice injected ICV with saline or ODN
(100 ng). B- Respiratory exchange ratio (RER, top panel), energy expenditure (middle panel)
and locomotor activity (bottom panel) in MC4R WT or KO injected ICV with saline or ODN
(100 ng). * p<0.05, ** p<0.01. Two-way ANOVA, n=7-8/group.

Figure 2: ODN activates POMC neurons in the ARC. A- POMC-GFP neuron (thick white
arrow) visualized with x60 objective under infrared (left panel) and (right panel) fluorescent
light during a patch-clamp recording (the white thin arrow shows the recording pipette). B-
Representative cell-attached recording of a POMC-GFP neuron activated by ODN (1 nM,
thick black bar above the trace). C- Quantification of action potential (AP) frequency in
POMC (n = 9) and non-POMC (n = 15) neurons before (control; over the last 60 sec before
ODN application), during (ODN, over the last 60 sec of ODN application) and after (reversal,
over 60 sec, 10 min after ODN application) ODN application, ** p<0.01 vs. control. One-
Way ANOVA in repeated measures followed by Bonferroni post hoc test.

Figure 3: ODN decreases sIPSC frequency in ARC neurons. A- Representative voltage-
clamp whole-cell recording of a POMC (top panel) or non-POMC (bottom panel) neuron
before (control, over the last 4 min before ODN application) or during ODN application (over
the last 4 min of 10 min ODN application). B- Quantification of sIPSC frequency of POMC
(top panel, n = 6) and non-POMC (bottom panel, n = 5) neurons before (control; over the last
4 min before ODN application), during ODN application (ODN, over the last 4 min of 10 min
ODN application). * p<0.05 vs. control. Paired Student t-test.

Figure 4: The ODN GPCR antagonist inhibits ODN-induced Ca?* responses in MBH
neurons. A- Representative bright-field image of cultured dissociated MBH cells (x20
objective, scale bar = 40 um). B- Representative calcium imaging traces of a MBH neuron
activated by ODN (1 nM) in absence (top panel) or presence of the ODN GPCR antagonist
cycloig[dLeu®]OP (cdLOP) (10 nM; bottom panel). C- Percentage of ODN-responsive
neurons in MBH dissociated neuron culture (left panel) and quantification of ODN response
intensity (AUC; right panel) with or without cdLOP (ODN: n=36 ODN responsive / 425 total
cells; ODN + cdLOP: n = 17 ODN responsive/ 455 total cells, 3 independent cultures). * p
<0.05. Unpaired Student t-test.
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Figure 2
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Figure 4
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