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Résumé

La prévalence de I’obésité est en net progres et constitue un probléme majeur de santé publique. Cette
pathologie est d’autant plus dangereuse qu’elle s’accompagne d’un cluster de désordres métaboliques
dont I’inflammation chronique de bas grade et la résistance a 1’insuline, principal facteur de risque du
diabéte de type 2. Les études montrent que la consommation d’un régime hyper lipidique (HFD)
représente la cause majeure qui expose a [’obésité et aux pathologies qui lui sont associées. L’obésité
induite par un régime HFD s’associe en effet a une inflammation hypothalamique ainsi qu’une
altération des circuits neuronaux régissant le contrdle de la balance énergétique, ces altérations sont
propices aux développements de résistances a 1’insuline et a la leptine. De récentes études montrent
que la consommation d’un régime HFD de quelques jours seulement s’accompagne d’une
inflammation hypothalamique transitoire, antérieure a 1’installation de I’obésité et a 1I’inflammation
périphérique. Ces résultats suggérent que 1’inflammation hypothalamique précoce représente une
étape critique dans le développement de 1’obésité et de ses altérations. Les médiateurs et les voies de
signalisations impliqués dans I’installation de I’inflammation hypothalamique ne sont pas totalement
¢lucidées. Chez les rongeurs, la résistine est associée a I’inflammation et I’insulino-résistance au
cours de I’obésité. Bien que majoritairement produite par le tissu adipeux, les études montrent que la
résistine est également exprimée par I’hypothalamus ; toutefois, peu d’études renseignent sur son
action au niveau central. Notre équipe a démontré chez le rat, qu’une perfusion centrale de résistine
altére fortement la sensibilité a I’insuline via I’activation du récepteur TLR4 et 1’induction des
principales voies de I’inflammation. Dans ce contexte, 1’objectif de cette étude a été d’investiguer le
role de la voie résistine/TLR4 dans D’installation de I’inflammation hypothalamique associée au
régime HFD. Nous montrons pour la premicre fois que, chez la souris, la consommation d’un régime
HFD provoque une augmentation de I’expression génique de la résistine dans 1’hypothalamus dés 3
jours de régime HFD. L’expression de la résistine est diminuée jusqu’au niveau basal aprés 8 jours et
est de nouveau fortement augmentée aprés 8 semaines de régime HFD. Nous montrons que
I’augmentation de I’expression de la résistine est concomitante avec la gliose réactionnelle associée
au régime HFD de court terme, connue pour précocement altérer 1’équilibre de la balance
énergétique. De fagon intéressante, nous montrons que I’augmentation de 1’expression de la résistine
est observée dans les neurones anorexigenes POMC, critiques pour le maintien de 1’homéostasie
énergétique ainsi que dans les tanycytes dont les prolongements contactent les capillaires fenétrés du
sang porte hypothalamo-hypophysaire et dont I’importance pour 1’équilibre de la balance énergétique
a ét¢ démontrée. De facon intéressante, nous montrons que la résistine active I’inflammation dans les
tanycytes via TLR4 suggérant que la résistine pourrait promouvoir I’inflammation au sein des
tanycytes en réponse au régime HFD, et ce méme a court terme. De plus, nous montrons qu’une ICV
de 3 jours de résistine chez la souris provoque une inflammation hypothalamique ainsi qu’une gliose
réactionnelle au sein de I’ARC qui rappellent les effets du régime HFD. De fagon intéressante, nos
résultats montrent que 1’invalidation du récepteur TLR4 aboli I’inflammation et la gliose réactionnelle
hypothalamiques induites par I’'ICV de résistine. L’ensemble nos données démontrent que la voie
résistine/TLR4 pourrait jouer un rdle critique dans l’inflammation hypothalamique associée au
régime HFD de court et long terme, qui prédispose a 1’obésite.
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Abstract

Obesity is closely linked to a cluster of metabolic disorders including chronic low-grade inflammation
and insulin resistance, which constitutes a principal risk factor for type 2 diabetes. In rodents, cumulative
evidence support that the consumption of high fat diet (HFD) is among the most important nutritional
factors predisposing to obesity associated insulin resistance and low-grade inflammation. Indeed, HFD
induces hypothalamic inflammation and deregulates energy homeostasis control through the alteration of
hypothalamic insulin and leptin responsiveness, considered as the main anorexigenic hormones. In
addition, it has been shown that unlike peripheral inflammation, which occurs as a consequence of
obesity, hypothalamic inflammation develops selectively in the hypothalamic arcuate nucleus (ARC)
within the first days of HFD exposure. These data suggest that hypothalamic inflammation is a critical
step in the early onset of the deregulation of energy homeostasis by HFD. The cellular and molecular
mechanisms underlying obesity-induced hypothalamic inflammation are still not fully characterized. In
rodents, resistin is described as a causal factor in obesity-mediated insulin resistance and type 2 diabetes.
Resistin is mainly secreted by adipose tissue in rodents but an endogenous expression of resistin was also
reported in the hypothalamus. However, its action at the central level is not fully understood. Our group
recently demonstrated that central resistin, via hypothalamic TLR4, promotes overall insulin resistance
through the promotion of inflammatory pathway. In this context, we aimed to investigate the role of
resistin/TLR4 pathway in HFD-induced hypothalamic inflammation and insulin resistance. In the present
study we report for the first time that both short and long term HFD are associated with a significant
increase of resistin expression throughout the MBH. Our results revealed a transient increase in resistin
mRNA expression in the ARC after 3 days of HFD, followed by a decline to baseline at day 8 and an
expression that increases again after 8§ weeks of HFD. We showed that the increase of resistin expression
is concomitant with short term HFD-induced ARC reactive gliosis, known to early disrupt energy balance
and to predispose to obesity. Interestingly, our results revealed that resistin is expressed by POMC
neurons which are critical for energy balance and tanycytes that have the specificity to contact both
cerebro-spinal fluid and fenestrated capillary in the mediane eminence. Interestingly, we show that
resistin induces tanycytes inflammation through TLR4 suggesting that resistin could promote
inflammation in tanycytes in response to short term HFD. Additionally, we show that ICV resistin
markedly increases inflammatory markers in the hypothalamic arcuate nucleus in association with
reactive gliosis involving recruitment of both microglia and astrocytes. Interestingly, we report that the
knockdown of TLR4 almost completely abolished resistin-dependent both hypothalamic inflammation
and reactive gliosis. Our data demonstrate that restitin/TLR4 pathway could play a critical role in HFD-
diet induced hypothalamic inflammation in response to short and long term HFD which predispose to
obesity, a hallmark of metabolic syndrome.
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I. Inflammation et maladies
métaboliques

Introduction

Le syndrome métabolique ou syndrome X désigne la présence, chez un individu, d’'un
ensemble de signes physiologiques conférant une importante prédisposition au diabéte de
type 2 et aux risques cardiovasculaires (Alberti, Eckel, Grundy et al., 2009). En effet, le
syndrome métabolique n’est pas une maladie en soi mais plutdt un ensemble d’anomalies
qui, réuni chez un méme individu, constitue un haut facteur de risque de développer ces
pathologies. L’'essence de ce syndrome découle de I'existence de prédispositions

génétiques et de facteurs environnementaux.

On parle de syndrome métabolique lorsqu’au moins trois de ces facteurs sont retrouvés

chez une méme personne :

- Obésité abdominale

- Hyperglycémie a jeun (supérieure ou égale a 100mg/dL)

- Triglycéridémie élevée (supérieure a 150mg/dL)

- Faible niveau de HDL choléstérol (inférieur a 40mg/dL chez 'homme et inférieure a
50 mg/dL chez la femme

- Hypertension artérielle

Il existe d’autres facteurs de risques comme linflammation. En effet, Le syndrome
métabolique est associé a une inflammation chronique de bas grade qui affecte
'ensemble de 'organisme notamment les organes et tissus impliqués dans le contréle de
’homéostasie énergétique tels que le foie, le tissu adipeux et le systéeme nerveux central
(Bassuk et al., 2004 ; Lumeng and Saltiel, 2011).

L’inflammation se défini par un ensemble de réactions générées par l'organisme en
réponse a un stimulus nocif. Congue pour restaurer les tissus a leur état initial, elle permet

la destruction de I'agent nocif ainsi que des tissus lésés et favorise ainsi le maintien de

13



I'homéostasie tissulaire (Romano, 2008). Il existe deux types d’inflammation. D’une part,
linflammation dite « aigue », qui se manifeste immédiatement aprés lintrusion du
pathogéne et dont la durée s’étend jusqu’a 48 heures environ jusqu’a la guérison. Elle
représente la réponse typique du systéeme immunitaire inné. D’autre part, la réponse
inflammatoire « chronique », correspondant a une inflammation qui peut persister des

semaines, voire des années.

Loin d’étre simplement associée a une surcharge pondérale, I'obésité est généralement
une cause fondamentale du syndrome métabolique. L’'obésité est associée a un état
inflammatoire chronique de bas grade (Hotamisligil et al., 1993). Ce concept repose sur le
fait que les sujets obéses présentent une augmentation modérée, mais chronique, des
taux circulants des facteurs pro-inflammatoires. En effet, I'état inflammatoire observée
chez I'obése ne se caractérise pas par les symptdmes présents classiquement en cas
d’inflammation (augmentation de la température corporelle, rougeur, douleur, gonflement).
De méme, linflammation associée a I'obésité est bien particuliére puisqu’elle n’est pas
provoquéee par un stimulus infectieux (type agent pathogéne), mais par un excés de
masse adipeuse. L’obésité est délétére pour l'organisme puisqu’elle est considérée
comme un facteur a risque majeur des nombreuses perturbations métaboliques qui
composent le syndrome métabolique. En effet, il est clairement établi que la genése de
I'état inflammatoire au cours de I'obésité représente un risque majeur de développer un

diabéte de type 2.

Dans ce chapitre, nous détaillerons les prémices de cet état inflammatoire chez I'obése
ainsi que ses conséquences délétéres sur les tissus impliqués dans le maintien de

’lhoméostasie énergétique.

Obésité et inflammation périphérique : role du tissu
adipeux

Tissu adipeux blanc : fonction endocrine

Le tissu adipeux est un organe complexe composé de différents types cellulaires. Il est
majoritairement composé d’adipocytes, mais également de pré-adipocytes, de
macrophages, de cellules endothéliales, de fibroblastes et de leucocytes (Juge-Aubry et

al., 2005). Le tissu adipeux occupe une place prépondérante dans le contréle du
14



métabolisme lipidique (Sethi and Vidal-Puig, 2007). Il représente en effet la principale
réserve énergétique de I'organisme. Il participe au maintien de la balance énergétique en
stockant I'excés énergétique sous forme de triglycérides. Ce stock est mobilisable en
fonction des besoins de l'organisme, sa gestion repose sur deux voies principales : la
lipogénése et la lipolyse. En effet, aprés un apport énergétique, I'excédent d’énergie est
stocké sous forme de triglycérides au sein du tissu adipeux blanc via le mécanisme de
lipogenése, protégeant ainsi les autres organes, comme le foie ou les muscles, de la
lipotoxicité (Tan and Vidal-Puig, 2008). Au contraire, en cas de pénurie énergétique les
voies de lipolyse sont activées et permettent la libération de glycérol et d’acides gras dans
le sang, ceux-ci vont infilirer le muscle, le foie et d’autres organes qui participent a la

modulation de la balance énergétique (Lafontan and Langin, 2009 ; Frayn, 2002).

Longtemps considéré comme un simple tissu de stockage d’excédents énergétiques, le
tissu adipeux est aujourd’hui reconnu en tant que véritable tissu endocrinien actif (figure
1). Les recherches des 20 derniéres années ont permis de mettre en évidence son activité
endocrinienne par la découverte de nombreuses hormones secrétées par le tissu adipeux.
En effet, les études pionnieres de Spiegelman et Flier menées au milieu des années 1980
ont tout d’abord montré que les adipocytes étaient une source sécrétrice d’adipsine,
protéine impliquée dans la voie immune du systeme du complément (Flier et al., 1987). En
1994, le groupe de Jeffrey Friedman identifie la leptine en tant qu’hormone secrétée par
les adipocytes et impliquée dans le contréle de ’homéostasie énergétique en agissant au
niveau cérébral (Friedman et al., 1991). Plus tard, d’autres adipokines se sont ajoutées au
tableau comme I'adiponectine, connue pour ses effets insulino-sensibilisateurs ainsi que la
résistine décrite, au contraire, pour son action insulino-résistante et pro-inflammatoire
(Scherer et al., 1995, Steppan et al., 2001). Ainsi, ces molécules sécrétées par le tissu
adipeux, sont biologiguement actives etcirculent dans le sang afin de relayer les
informations du statut énergétique a d’autres tissus impliqués dans le métabolisme
énergétique comme le cerveau, le foie, les muscles et le pancréas (Rosen and
Spiegelman 2014 ; Parimisetty et al., 2016). L’action des adipokines est principalement
médiée par des récepteurs présents sur les membranes des cellules cibles et initiant leur
voie de signalisation, influengant ainsi la sensibilité a I'insuline, '’homéostasie énergétique,

I'oxydation des lipides, 'immunité ainsi que les fonctions vasculaires (Reaven et al., 2004).
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Figure 1: Principales cytokines et adipokines produites et sécrétées par le tissu
adipeux blanc

IL1B, Interleukin 1B ; IL6, Interleukin 6 ; IL8, Interleukin 8 ; IL10, Interleukin 10 ; MCP1, monocyte
chimoattractant protein 1 ; MIF, macrophage migration inhibitory factor ; NGF, nerve growth factor ;
PAI1, Plasminogen activator inhibitor-1 ; TNFa, tumor necrosis factor a ; VEGF, Vascular
endothelial growth factor ; TGF-B, transforming growth factor-8 ; ZAG, zinc-a2-glycoprotein.
(Trayhurn and Beattie., 2001b)

De méme, les cellules endothéliales et immunes résidentes du tissu adipeux constituent
une source importante de production de molécules impliquées dans l'inflammation. En
effet, de nombreuses données récentes montrent que le tissu adipeux exprime également
un panel de facteurs pro- et anti-inflammatoires et contribue vraisemblablement a
'augmentation de leurs taux circulants chez I'obése. Les études montrent que le tissu
adipeux produit des cytokines inflammatoires (TNFa, TGF@, interféron vy, IL1, IL6, IL10 et
IL8), des facteurs du complément, mais également des chimiokines (MIP1aq,
MCP1)(Loskutoff et Samad., 1998 ; Weisberg et al., 2003 ; Boucher et al., 2005 ; Kanda et
al., 2006 ; Saddi-Rosa et al., 2010).

Ainsi, en tant que régulateur principal du métabolisme lipidique et de par sa capacité a
sécréter de nombreuses hormones et cytokines, le tissu adipeux se situe a I'interface de la

régulation du métabolisme énergétique et de la modulation de I'inflammation, et semble de
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ce fait étroitement impliqué dans les pathologies associées a I'obésité. En tant que tissu
endocrinien, il présente une particularité, contrairement aux autres glandes endocrines, le
tissu adipeux peut excessivement varier en taille d’'un individu a l'autre, ce qui lui confere

des propriétés trés différentes au cours de I'obésité.

Origine de I'inflammation chronique a bas bruit associée a
I'obésité

Obésité : définition et données épidémiologiques

L’'obésité se définie comme une accumulation anormale et excessive de graisse corporelle
pouvant nuire a la santé. L’augmentation de la mase adipeuse résulte d’'une alimentation
trop riche associée a la sédentarité. L’'obésité progresse de fagon alarmante et concerne
aujourd’hui la quasi-totalité du globe, elle est considérée par 'TOMS comme une épidémie
mondiale et représente le cinquiéme facteur de risque de décés dans le monde. En
France, la prévalence de l'obésité a augmenté de maniere dramatique ces derniéres
années et touche aussi bien les adultes que les enfants. Selon une étude ObEpi-Roche,
15% de la population frangaise adulte était obése en 2012, ce qui correspond a environ
6,9 millions de personnes obeéses, soit 3,3 millions de personnes supplémentaires par
rapport au chiffre de 1997 (figure 1). D’aprés un rapport de 'OCDE, la prévalence de
I'obésité est supérieure a 30 % aux USA, 11 % en France et est inférieure a 5 % au Japon,
en Corée, en Chine, et en Inde (Sassi F. OCDE, 2010). La hausse rapide du niveau
d’obésité est toutefois comparable dans 'ensemble des pays. En effet, en Chine le taux de
surpoids a doublé entre 1991 et 2006, celui de I'obésité a, quant a lui, triplé. Cette maladie
chronique est d’autant plus dangereuse, qu’elle est souvent associée a de nombreuses
pathologies dévastatrices tel que le diabete de type 2, les maladies cardiovasculaires, les
maladies neurodégénératives et certaines formes de cancer (Hotamisligil, 2006).

L’'obésité est a lorigine d’altérations cellulaires majeures dans le tissu adipeux,
caractérisées principalement par I'hypertrophie et I'hyperplasie des adipocytes et
'accumulation de cellules immunitaires. Le tissu adipeux est en effet le tissu périphérique
dont les changements morphologiques sont les plus importants au cours de I'obésité, ces
anomalies conduisent a une pathologie tissulaire qui altére les fonctions métaboliques et
sécrétoires du tissu adipeux et participe aux complications de I'obésité. Parmi ces

modifications, I'accumulation locale des macrophages semble étre le point de départ de
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I'état inflammatoire chronique de bas grade observé au cours de I'obésité (Weisberg et al.,
2003).

Genese de I'état inflammatoire associé a I'obésité : role des macrophages

L’existence d’'une inflammation chronique de bas grade provenant du tissu adipeux au
cours de l'obésité a été démontré pour la premiéere fois en 1993 par I'équipe de Gokan
Hotamisligil (Hotamisligil et al., 1993). Cette étude a montré la production de cytokines pro
inflammatoires par le tissu adipeux, en particulier le TNFa (tumor necrosis factor alpha) et
'augmentation significative de I'expression de facteurs pro inflammatoires dans les
adipocytes d'animaux obéses.Il est décrit chez I'obése une élévation des concentrations
circulantes des protéines de la phase aigué de l'inflammation comme la CRP (protéine C-
réactive), de I'antagoniste du récepteur de I'lL1 (IL-1Ra), et de cytokines comme I'IL6 et le
TNFa. Dans de nombreuses études, les taux circulants des cytokines pro inflammatoires

TNFa et IL6 sont corrélés a la masse adipeuse.

Chez un sujet obése, les macrophages peuvent composer jusqu’a 40% du tissu adipeux
total, contre seulement 10% chez un sujet a la corpulence normale (Weisberg et al., 2003).
L’évolution de cet état inflammatoire caractérisée par un enrichissement en macrophages
ont fait 'objet d’études récentes, réalisées sur des modeéles murins d’obésité (Xu et al.,
2003 ; Weisberg et al., 2003), et chez 'homme (Curat et al., 2004 ; Cancello et al., 2005).
Les résultats obtenus au cours de ces études sont en faveur d’'une origine macrophagique
de linflammation. En effet, des expériences d'immunohistochimie sur coupes de tissu
adipeux humain démontrent qu’une perte importante de masse grasse s’accompagne
d’'une diminution du nombre des macrophages infiltrant ce tissu (Cancello et al., 2005). De
méme, en réponse a un régime faiblement calorique chez des individus obéses, les
niveaux d’expression des cytokines pro-inflammatoires sont diminués notamment dans la
fraction non adipocytaire du tissu adipeux (Clement et al., 2004). Néanmoins, l'origine
cellulaire de ces facteurs pro-inflammatoires qui proviennent du tissu adipeux obése n’est
pas exclusive aux macrophages, en effet, I'analyse aprés isolement des différentes
composantes cellulaires montrent que les adipocytes expriment et secretent in vitro des
cytokines pro-inflammatoires comme TNF-a (Hotamisligil et al., 1993) et IL-6 (Fried et al.,
1998). L’accumulation macrophagique au sein du tissu adipeux blanc est corrélée a
'indice de masse corporelle (IMC) et a I'nypertrophie des adipocytes (Weisberg et al.,

2003 ; Curat et al. 2004). Des similitudes au niveau des profils d’expression de génes
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entre les adipocytes et les macrophages ont également été relevées. En effet, dans un
environnement inflammatoire les adipocytes adoptent des propriétés
macrophagiques (Cousin et al., 1999 ; Charriere et al., 2003). Toutefois, des expériences
de transplantation de moelle osseuse, réalisées chez la souris, ont démontré que les
monocytes circulants sont les précurseurs de la majorité des macrophages présents dans
le tissu adipeux obése, suggérant une infiltration de monocytes circulants dans le tissu
adipeux (Weisberg et al. 2003). Ainsi, il semble qu’au cours de I'obésité, de puissants
facteurs chimio-attractants attirent les monocytes circulants vers le tissu adipeux. Les
mécanismes impliqués dans linfiltration et I'activation des macrophages semblent étre

multiples et complexes.

Rappel sur les macrophages et polarisation M1/M?2

Les macrophages représentent une population hétérogéne de cellules myéloides
impliquées dans l'immunité innée. Par l'intermédiaire de la phagocytose, ils permettent
I'élimination de débris cellulaires, de pathogénes ainsi que de cellules apoptotiques ou
nécrosées. Les macrophages d’'un méme tissu, comme par exemple le tissu adipeux,
peuvent présenter des aspects et des phénotypes hétérogénes. En fonction de leur profil
d’expression protéique, les macrophages peuvent présenter un phénotype pro- ou anti-
inflammatoire. Cela a été proposé dés les années 1990, les études ont montré qu’un
traitement de macrophages par la cytokine IL-4 ou le lipopolysaccharide (LPS) n’induisait
pas la méme réponse, et celle induite par IL4 fut nommé « phénotype d’activation
alternative » (Nathan et al., 1983 ; Steim et al., 1992). Ce n’est que dans les années 2000
que Mills et ses collaborateurs proposérent la classification M1 ou M2 toujours d’usage
aujourd’hui. En effet, les études menées par cette équipe ont abouti a un consensus,
approuvé par la communauté scientifique, selon lequelles macrophages M1 présentent
des fonctions pro-inflammatoires alors que les macrophages M2 présentent un profil anti-

inflammatoire nommé aussi activation alternative (Mills et al., 2000)

Les macrophages dérivent des monocytes circulant qui, en fonction du tissu qu'ils infiltrent,
entrent dans une différentiation spécifique en vue de devenir des macrophages résidents.
lls interagissent avec leur environnement tissulaire afin de maintenir son homéostasie et

se différencient en deux phénotypes aux fonctions différentes.

Les macrophages M1 se caractérisent par une forte expression de cytokines pro-
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inflammatoires, leur capacité a résister aux pathogenes, leurs fortes propriétés anti
microbiennes ainsi que la capacité a promouvoir la réponse inflammatoire des
lymphocytes T. Le LPS et IFN-gamma polarisent les macrophages vers le phénotype
d’activation M1 ce qui induit une large sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme
TNF-a, IL-1b,IL-12, IL-18 et IL-23. D’un point de vue phénotypique, les macrophages M1
expriment fortement le complexe majeur d’histocompatibilité |l (CMH 1I), le marqueur
CDG68 (cluster of differenciation 68), les intégrines Cd11c et Cd11b ainsi que le récepteur
EMR-1. En outre, il a également été montré que les macrophages M1 sur-expriment
SOCS-3 (Suppressor Of Cytokine Signaling 3). Dans un contexte pathologique, les
macrophages M1 sont impliqués dans Tlinitiation et le maintien de linflammation et

peuvent, a ce titre, étre néfaste pour I'organisme.

En revanche, les macrophages M2 sont activés par les cellules fongiques, les complexes
immuns, les cellules apoptotiques ainsi que des cytokines comme IL-4, IL-13, IL-10 et
TFG-beta. Cette activation aboutit a une importante sécrétion d’lIL-10 et une faible
sécrétion de IL-12. IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire qui agit notamment en
inhibant la production de certaines cytokines pro-inflammatoires comme IL-2 et IL-3 et

certains interférons (Fiorentino et al. 1989).

Récemment, il a été montré que les macrophages sont dotés d’'une capacité de passer du
stade M2 au stade M1. Cette polarisation est par conséquent réversible et dépend de
I'environnement chimiotactique (Davis et al., 2013). Comme évoqué précédemment, au
cours de l'obésité, la part de macrophages composant le tissu adipeux est fortement
augmentée. De nombreuses raisons expliquent ce phénoméne, parmi elles, l'infiltration

des monocytes circulants au sein du tissu adipeux, par divers mécanismes.

Mécanismes d’infiltration et d’accumulation des macrophages dans le tissu adipeux obése

Les mécanismes cellulaires et moléculaires qui permettent le recrutement des monocytes
par leur diapédese (figure 2) a travers I'endothélium vasculaire sont peu explorés dans le
tissu adipeux. Toutefois, des études ont proposé des mécanismes possibles. Le tissu
adipeux de sujets obéses exprime en forte quantité des protéines impliquées dans
I'attraction des monocytes. Parmi elles, le facteur MCP-1 (monocyte chemoattractant
protein 1), il s’agit d’'une cytokine de type chimiokine, elle posséde un pouvoir attractif sur

certaines cellulesimmunitaires, dont les monocytes, qu’elle attire par un gradient de
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concentration (figure 2). Chez la souris, il a été montré qu’une délétion du gene qui code
pour le récepteur CCR2 de la chimiokine MCP-1, atténue linflammation induite par le
régime hyper lipidique dans le tissu adipeux (Weisberg et al., 2006 ; Kamei et al.,2006).
Ces études soulévent limportance et I'implication de la liaison MCP-1/CCR2 dans
linfiltration du tissu adipeux par les macrophages au cours de |'obésité. Toutefois
certaines études contredisent ces résultats et rapportent que les macrophages peuvent
s’accumuler dans le tissu adipeux de fagon tout a fait indépendante de la chimiokine MCP-
1 et de son récepteur CCR2, et que cette infiltration a lieu en réponse au régime gras
(Chen et al. 2005 ; Kirk et al. 2008).
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Figure 2 : Infiltration et accumulation des monocytes au sein du tissu adipeux
obése

Au cours de l'obésité, les macrophages et les adipocytes hypertrophiés du tissu adipeux
produisent un panel de chimiokines, cytokines pro inflammatoires et métabolites qui provoquent
linfiltration des monocytes circulants vers le tissu adipeux, par un processus d’activation
endothéliale. Au cours du rolling, les monocytes roulent sur les cellules endothéliales, I'activation
des intégrines permet I'adhésion irréversibles des monocytes sur I'endothélium vasculaire via les
molécules d’adhésion ICAMs. Les monocytes transmigrent par la suite vers l'espace sous-

endothélial. Au niveau du tissu adipeux, ils se différencient en macrophages et peuvent se
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polariser en macrophage M1 dans un contexte d’obésité.
Dalmas et al., 2011

Parallélement, I'hypoxie est aujourd’hui proposée comme un autre mécanisme
probablement impliqué dans le recrutement des monocytes circulants au sein du tissu
adipeux hypertrophié. En raison de son hypertrophie, le tissu adipeux présente des zones
hypoxiques. Les effets de I'hypoxie sont relayés par le facteur de transcription HIF-1a,
dont les niveaux d’expression sont augmentés dans le tissu adipeux obése, alors qu’elle
est significativement réduite en réponse a une perte de poids (Cancello et al. 2005).
L’hypoxie serait également impliquée dans lattraction des monocytes circulants, soit par
un effet direct soit via 'augmentation de I'expression locale de leptine dont le géne est
inductible par HIF-1 ; qui favoriserait a son tour I'expression de MCP-1. Ainsi, ces données
suggeérent que linfiltration des monocytes circulants dans le tissu adipeux contribuent a
'augmentation des macrophages infiltrés dans le tissu adipeux au cours de 'obésité. Dés
lors, il est intéressant de se demander par quel(s) mécanisme(s) les macrophages sont
retenus au sein du tissu adipeux obése et comment cette rétention persiste au cours de

l'obésité ?

Outre le phénomeéne d'infiltration des macrophages, des études plus récentes ont levé le
jour sur d’autres mécanismes entrant en jeu dans l'accumulation et la rétention des
macrophages au sein du tissu adipeux obése. En effet, ces études montrent que les
macrophages résidants dans le tissu adipeux, bien que considérés comme des cellules
post mitotiques, peuvent subir une prolifération in situ et ainsi participer a la croissance de
la fraction des macrophages au sein du tissu adipeux et a son maintien au cours de
l'obésité (Amano et al., 2014 ; Zheng et al., 2016). De méme, une autre étude a montré
que linflammation, et plus particulierement I'activation du facteur de transcription NF-kb
dans les macrophages, contribue a la survie des macrophages du tissu adipeux au cours
de l'obésité. En effet, il a été montré que l'activation des voies apoptotiques est
significativement réduite dans les macrophages du tissu adipeux issus de souris soumises
a un régime hyper-lipidique, et que ce phénoméne est dépendant du facteur de
transcription NF-kB (Hill et al., 2015).

Par ailleurs, il a été montré que les cellules du lignage adipocytaire présentent des
caractéristiques communes a celles du lignage macrophagique, incluant a la fois
22



similarité phénotypique mais surtout fonctionnelle (Ailhaud et al.,1992). Le tissu adipeux
blanc est reconnu pour sa capacité a évoluer au cours de la vie, de facon trés
hétérogéne en fonction des individus et de [I'environnement. Il se développe
principalement aprés la naissance et peut s’accroitre de maniére importante, conduisant
a I'obésité, ou au contraire disparaitre ou étre quasiment inexistant dans des cas de
jetne ou de cachexie (Tisdale, 1997). L’accroissement de ce tissu est principalement
causé par I'hypertrophie et/ou I'hyperplasie des adipocytes. Ces derniers sont issus de
la maturation des pré-adipocytes présents dans la fraction de stroma vasculaire (SVF)
(Ailhaud et al. 1992). En effet, les pré-adipocytes sont présents durant toute la vie
adulte au sein du tissu adipeux et peuvent proliférer et se différencier en adipocyte
mature en fonction de la balance énergétique. Ce phénomene de différenciation de pré-
adipocytes en adipocytes matures semble réversible et des études décrivent une dé-
différenciation d’adipocytes matures en pré-adipocytes (Zhang et al., 1996 ; Negrel et
al., 1985). Ce point met en exergue la plasticité cellulaire dont les adipocytes sont dotés.
En effet, 'analyse de la littérature révele en outre, que les pré-adipocytes seraient
capables, dans certains cas, de se convertir en macrophages et de présenter des
fonctions phagocytaires et pro inflammatoires (Charriére et al.,, 2003). Chez des
animaux obéses, il a en effet été montré que le potentiel cytotoxique des préadipocytes
augmente, ce qui met en évidence leur activité macrophage-like dans un environnement
de type inflammatoire (Cousin et al., 2001). Il a été montré que les pré-adipocytes en
culture présentent une activité phagocytaire importante, cette capacité a été mise en
évidence dans les pré-adipocytes murins et humains qu’ils soient issus de culture
primaire ou de lignées. En outre, les pré-adipocytes humains présentent également une
activité de phagocytose de corps apoptotiques (Cousin et al., 1999). Ainsi,
'augmentation du nombre de macrophages dans le tissu adipeux associée a I'obésité
n’exclue pas la possibilité d’'un switch pré-adipocytaire en macrophages, il a en effet été
montré in vivo que la conversion des pré-adipocytes en macrophages existe et qu'elle

est efficace et rapide (Charriére et al., 2003).

Ainsi, ces données mettent en exergue les divers mécanismes impliqués dans
linfiltration, 'accumulation et le maintien des macrophages M1 au sein du tissu adipeux
obése (figure 3). D’un point de vue physiologique, 'ensemble de ces modifications
morphologiques du tissu adipeux vont fortement altérer sa fonction sécrétoire et
dérégler sa physiologie, cette inflammation du tissu adipeux aura notamment pour

conséquence l'installation d’une insulino-résistance dont nous discuterons les aspects
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dans les parties suivantes.
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Figure 3 : Altérations cellulaires du tissu adipeux au cours de I'obésité

Le tissu adipeux sain renferme des macrophages résidents de phénotype M2, ces macrophages
maintiennent 'homéostasie tissulaire. En cours de 'obésité, diverses cellules immunitaires infiltrent
ce tissu parmi elles : les neutrophiles, les lymphocytes T CD8+ et les mastocytes. Lorsque
l'obésité est chronique, les adipocytes sont hypertrophiés et les macrophages de polarisation M1,

pro inflammatoires, prédominent. Dalmas et al., 2011

Inflammation des autres tissus périphériques

Le foie

L’obésité est actuellement la premiere cause de maladies hépatiques qui évoluent selon
plusieurs stades. Au cours de I'obésité, le foie est également le siege d’une inflammation.
Néanmoins, chez la souris sous régime hyperlipidique, il semble que linflammation
hépatique apparait aprés celle du tissu adipeux (van der Heijden et al., 2015). En effet,

'obésité s’accompagne dans un premier temps d’une stéatose hépatique caractérisé par
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une accumulation de gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme des hépatocytes (Festi et
al., 2004). Le foie est caractérisé par la présence, en plus des hépatocytes, de cellules de
Kupffer qui sont les macrophages résidants du foie. Ainsi, cette accumulation excessive
de lipides au sein des hépatocytes déclenche I'évolution vers l'inflammation hépatique ou
stéatohépatite non alcoolique (NASH) (Milic et al. 2014). Cette derniére se caractérise par
I'activation des cellules de Kupffer vers un stade de type M1 et par I'apparition d’infiltrats
inflammatoires composés de monocytes circulants et de lymphocytes. Le recrutement et
I'activation des cellules immunitaires au niveau hépatique représente une étape cruciale
dans la progression de la stéatose pure a l'inflammation, les cellules de Kupffer vont, par
I'activation du facteur NF-kB, produire des cytokines pro inflammatoire comme le TNF-a et
IL-6 mais également des chimiokines au fort pouvoir attracteur (Ghosh and Hayden 2008 ;
Perlemuter et al., 2007). Lorsque cette inflammation persiste et devient chronique, une
fibrose apparait. Cette derniére correspond a une formation excessive de tissu cicatriciel
en vue de réparer et remplacer les cellules hépatiques endommageées. Le stade le plus
aggravé de la fibrose est la cirrhose, sur laquelle se développe généralement un
carcinome hépatocellulaire (Kleiner et al., 2005).Le foie joue un rdle prépondérant dans
’homéostasie énergétique et la régulation du métabolisme glucidique, de ce fait, I'excés
calorique et l'inflammation du foie associée a I'obésité ont des effets délétéres sur le

métabolisme hépatique notamment I'altération de l'insulino-sensibilité.

Le muscle squelettique

Le muscle squelettique est également sujet a une inflammation au cours de I'obésité. En
effet, 'obésité est associée a un recrutement de macrophages au sein du muscle
squelettique, ces macrophages présentent un phénotype M1 et expriment les marqueurs
EMR1, CD11b et CD11c (Nguyen et al.,2007 ; Patsouris et al. 2008). Des études
histologiques montrent que ces macrophages sont majoritairement localisés au sein des
dépdbts adipeux inter-musculaires qui s’accumulent en excés au cours de l'obésité.
Toutefois le nombre de macrophages recrutés au sein du muscle squelettique au cours de

I'obésité représente une moindre quantité par rapport a celui du tissu adipeux et du foie.

Ainsi, au cours de I'obésité, la suralimentation favorise l'installation de I'inflammation de
bas grade et linfiltration des macrophages au sein des tissus dont ils vont affecter le
fonctionnement et l'intégrité. Chez le sujet obése, cette inflammation favorise I'insulino-

résistance notamment au niveau du tissu adipeux, du foie et du muscle. De ce fait, les
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macrophages se placent au centre de ce dialogue entre inflammation et métabolisme.

Insulino résistance associée a lI'obésité

Afin de réguler la glycémie, l'insuline agit principalement sur les muscles, le foie et le
tissu adipeux. L’efficacité de cette réponse défini les niveaux circulants de glucose,
d’acides gras et autres métabolites (Schenk et al.,2008 ; De Luca and Olefsky 2008). Les
niveaux sanguins de glucose sont principalement déterminés par la production hépatique
de glucose, inhibée par I'insuline et la captation de glucose par les muscles, que l'insuline
stimule. Au niveau du tissu adipeux, l'insuline active le transport et le stockage des acides
gras sous la forme de triglycérides et inhibe la lipolyse des triglycérides. L’obésité est
associée a une insulino-résistance au niveau de ces trois tissus cibles, il en résulte une
diminution du transport insulino-dépendante de glucose par les muscles, une
augmentation de la production hépatique de glucose et de la libération d’acide gras issus
du tissu adipeux (Schenk et al.,2008 ; De Luca and Olefsky 2008). (Figure 4). L'obésité
est un déterminant majeur de l'insulino-résistance (Kahn et al., 2000). En effet, le risque
d’insulino-résistance et de diabéte de type 2 (DT2) est positivement corrélé a I'indice de
masse corporelle (IMC) et a la masse du tissu adipeux. Nous avons précédemment décrit
que l'obésité est associée a une inflammation chronique de bas grade ; or, les études ont
montré que l'activation de voies pro-inflammatoires au cours de I'obésité — notamment la
voie TLR4 que nous détaillerons — favorise I'installation de I'insulino-résistance (Schenk et
al., 2008).
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Figure 4 : Altérations du tissu adipeux, du foie et du muscle au cours de I'obésité et
résistance a l'insuline

L’obésité induit des altérations dans le tissu adipeux dont 'hypertrophie des adipocytes et
le recrutement accru de macrophages de polarisation M1 qui vont promouvoir
I'inflammation. Ces altérations conduisent a une inflammation chronique et affecte les
principaux tissus sensibles a l'insuline. En effet, au cours de l'obésité, le foie subit une
stéatose et une activation des cellules de Kupffer, macrophages résidents de ce tissu.
Dans le muscle, la capture d’acides gras libres augmente et provoque une augmentation
du gras intercellulaire. L’ensemble de ces altérations renforcent l'inflammation chronique
et l'installation de la résistance a l'insuline.

Source : Olefksy and Glass, 2010.
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Inflammation et résistance a I'insuline

Au cours de l'obésité, le tissu adipeux est infiltré par les macrophages provoquant une
propagation de linflammation et une altération de la fonction sécrétoire de ce tissu
(Weisberg et al., 2003 ; Xu et al. 2003). Or, il est maintenant bien admis que cette
inflammation chronique associée a I'obésité constitue un facteur de risque majeur pour le
développement de la résistance a I'insuline et du diabéte de type 2 chez 'homme et dans
des modéles animaux (Hotamisligil, 2006 ; Olefsky and Glass, 2010 ; Ouchi et al., 2011 ;
Schenk et al., 2008 ; Shoelson et al., 2007). Les macrophages infiltrant le tissu adipeux
constituent une source importante de molécules pro-inflammatoires. Ces derniéeres,
associées a l'altération de la fonction sécrétoire du tissu adipeux, agissent de facon
paracrine ou endocrine et provoquent une diminution de la sensibilité a I'insuline (figure 5).
En effet, il a été montré que les adipocytes d’animaux obéses sont caractérisés par une
augmentation des niveaux d’expression des facteurs pro-inflammatoires. D’une maniére
intéressante la neutralisation de I'expression de TNFa chez ces animaux améliore la
sensibilité a l'insuline. Ces observations ont mis en évidence, pour la premiere fois, le lien
entre une cytokine pro-inflammatoire produite par le tissu adipeux et la résistance a
'insuline (Hotamisligil et al. 1993). Ces données suggérent la possibilité d’une action
endocrine de ces cytokines pro-inflammatoires qui généraliseraient I'inflammation et
l'altération de la sensibilité a l'insuline dans d’autres tissus (Hotamisligil et al., 1993 ;
Shoelson et al., 2003). En effet, de nombreuses études montrent que I'élévation des
niveaux plasmatiques de TNF-a, IL-6 ou IL-1b altérent la sensibilité a I'insuline dans les
cellules insulino-sensibles (Hirosumi et al. 2002 ; Hotamisligil et al. 1995, Itani et al., 2002).
Il en découle I'activation de la kinase JNK, de IKKp (inhibiteur de la kinase kB) et d’autres
serine kinases. En effet, chez 'homme et le rongeur insulino-résistants, I'activation des
kinases JNK1 est plus élevée dans le muscle, le tissu adipeux et le foie. Ces kinases
activent les facteurs de transcription comme NFkB (nuclear factor kB) ou AP-1 (activator
protein 1) qui, a leur tour, provoquent la transcription de génes impliqués dans la réponse

inflammatoire (Nguyen et al., 2007).
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Figure 5: Altérations de la fonction sécrétoire du tissu adipeux et résistance a

’insuline

Au cours de l'obésité, le tissu adipeux s’hypertrophie et subit une infiltration macrophagique qui va
promouvoir l'inflammation et l'altération de sa fonction sécrétoire. En effet, en tant que tissu
endocrine, le tissu adipeux produit et sécrete des adipokines ayant un rble dans I'homéostasie
énergétique. Au cours de lobésité, le tissu adipeux produit d’avantage de cytokines pro
inflammatoires qui vont gagner la circulation et promouvoir une inflammation chronique
généralisée. De méme, la production d’adiponectine, hormone insulino-sensibilisatrice, est
fortement diminuée alors que la leptine et la résistine, qui favorise la résistance a l'insuline, sont
davantage exprimées. L’inflammation chronique, de paire avec laltération de la production
d’adipokines par le tissu adipeux va promouvoir la résistance a l'insuline dans les principaux tissu
insulino-sensibles (foie et muscle). Tateya et al.,2013

De méme, une des actions majeures de ces sérines kinases est la diminution de la
sensibilité a I'insuline par la phosphorylation en résidus sérine des principaux acteurs de la
signalisation de I'insuline. Ces phosphorylations sur résidus sérine interférent avec I'action
de l'insuline ce qui crée un état de résistance cellulaire a l'insuline. En effet, le KO

(knockout) ou l'inhibition de JNK1 ou de IKKJ protege contre l'insulino-résistance dans des
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modeles cellulaires et murins (Hirosumi et al., 2002, Solinas et al., 2007, Hundal et al.,
2002). Par ailleurs, JNK inhibe aussi la sécrétion de linsuline par les cellules
pancréatiques, ce mécanisme passe par la cytokine pro-inflammatoire IL13 (Lanuza-
Masdeu et al., 2013). L’inactivation de JNK1 dans le foie, le tissu adipeux et le muscle
améliore la sensibilité a I'insuline (Nakatani et al., 2004 ; Zhang et al., 2011) alors que son
activation est associée avec l'obésité et la résistance a linsuline (Han et al., 2013 ;
Lanuza-Masdeu et al., 2013).

Nous avons précédemment évoqué la fonction endocrine du tissu adipeux qui sécréte des
adipokines qui affectent positivement ou négativement la sensibilité a I'insuline. Produites
par le tissu adipeux, toute hausse ou baisse de la masse adipeuse s’accompagne
inévitablement d’une altération de la production de ces hormones. Les études montrent
que linflammation chronique de bas grade provoque une modification du profil sécrétoire
du tissu adipeux au cours de I'obésité, et que cette fluctuation favorise I'installation de

l'insulino-résistance (Trayhum, 2005 ; Xu et al., 2003).

Déreglement de la sécrétion des adipokines et insulino résistance

Adiponectine

Majoritairement produite par le tissu adipeux blanc, 'adiponectine est une protéine de 244
acides aminés (Lord et al., 2005 ; Berner et al.,, 2004). Elle est impliquée dans le
meétabolisme glucidique et lipidique et joue un réle primordial dans la physiopathologie de
'obésité et du diabéte de type 2. En effet, une adiponectinémie basse est prédictive d’'une
résistance a l'insuline ou d’'un diabéte de type 2. Au niveau plasmatique, I'adiponectine
existe sous des formes monomériques et multimériques de haut, moyen ou bas poids
moléculaire. Afin d’exercer son action cellulaire, I'adiponectine se lie a deux récepteurs :
AdipoR1 et AdipoR2, principalement exprimés dans le muscle et le foie, respectivement.
Les AdipoR sont des récepteurs a sept domaines transmembranaires qui présentent
toutefois une singularité par rapport aux récepteurs couplés aux protéines G : leur partie
N-terminale est intracellulaire et la partie C-terminale extracellulaire (Yamauchi et al.,
2003). Lorsqu’ils sont activés par l'adiponectine, les AdipoR lient APPL, protéine
adaptatrice qui va relayer I'activation de 'AMPK (adenosine monophosphate activated
kinase) (Tosca et al. 2003). L’activation indirecte de ’AMPK par I'adiponectine augmente

la sensibilité a I'insuline. En effet, dans le foie, 'adiponectine augmente la phosphorylation
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du récepteur a l'insuline, diminue la néoglucogenése et augmente I'oxydation des acides
gras (Berg et al. 2001 ; Yamauchi et al.,, 2002). Au niveau musculaire, I'activation de
'AMPK conduit a [linactivation de Il'acétylCoA, ce qui a pour conséquence une
augmentation de 'oxydation des acides gras (Yamauchi et al., 2002 ; Fruebis et al., 2001).
De méme, I'adiponectine facilite la translocation des transporteurs GLUT4 dans le muscle,

ce qui a pour consequence d’abaisser la glycémie (Ceddia et al., 2005).

Au cours de I'obésité, la fonction sécrétoire du tissu adipeux est altérée et conduit a une
diminution de la production d’adiponectine. Les études montrent en effet que les niveaux
d’adiponectine sont diminués chez les sujets insulino-résistants ou souffrant de diabéte de
type 2 (Frystyk et al. 2007). Il a été montré et observé que TNF- et IL-6 inhibent la
production d’adiponectine, ce qui expliquerait I'hypoadiponectinémie chez les sujets

obéses (Lumeng et al., 2007).

Leptine

La leptine est une hormone principalement produite par le tissu adipeux ; ses niveaux
plasmatiques sont proportionnels au degré d’adiposité (Zhang et al., 1994). Codée par le
gene ob, la leptine régule le comportement alimentaire ainsi que la balance énergétique.
En effet, lorsqu’elle est injectée chez le rongeur génétiquement obése ou rendu obése par
un régime hyper-lipidique, la leptine diminue le poids corporel et la masse
adipeuse (Campfield et al., 1995). De méme, une déficience en leptine chez la souris
(Zhang et al., 1994) ou chez des sujets humains (Montague et al., 1997) est associée a
une obésité massive. Ainsi, le taux circulant de leptine, principalement d’origine
adipocytaire, est percu comme un signal d’adiposité informant le systéme nerveux central
de I'état des réserves lipidiques de I'organisme et modulant le comportement alimentaire
et les dépenses énergétiques en fonction de celles-ci (Zhang et al., 1994 ; Maffei et al.,
1995). L’action anorexigéne de la leptine au niveau hypothalamique sera évoquée dans le
chapitre II.
Chez les personnes obéses, un excés de masse adipeuse s’associe systématiquement a
des taux élevés de leptine dans le sang (Friedman et al., 1997). Paradoxalement, cette
hyper-leptinémie ne réduit pas la prise alimentaire et n‘augmente pas les dépenses
énergétiques (Maffei et al., 1995). De ces observations, la notion de résistance a la leptine
a vu le jour, il s’agit de l'incapacité de I'organisme a répondre de maniére adaptée a la
leptine endogéne ou exogéne. Cette résistance a la leptine chez les individus obéses
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altére I'action anorexigene de la leptine (Klein et al., 2006 ; Myers 2008). En outre, la
résistance a la leptine est considérée comme un facteur qui contribue au développement
du diabéte de type 2 au cours de I'obésité. En effet, des niveaux élevés de leptine peuvent
constituer un risque important de développer une résistance a l'insuline (Jialal et al., 2014).
Il existe en effet un dialogue entre la voie de signalisation de la leptine et celle de l'insuline.
Ainsi, la résistance a la leptine chez I'obése contribue a l'installation de la résistance a

l'insuline (Benomar et al., 2005a ; Benomar et al., 2005b).

Résistine

Découverte de la résistine

La résistine est un polypeptide riche en cystéine, de 12,5-kDa. La résistine est une
hormone dont le nom provient de son effet tissulaire : I'insulino-résistance. En effet, I'étude
ayant conduit a la découverte de la résistine démontre que les adipocytes murins
produisent la résistine et que ses niveaux circulants sont fortement réduits suite a un
traitement de rosiglitazone, un puissant anti-diabétique (Steppan et al., 2001). De méme,
'étude montre que les niveaux circulants de résistine sont augmentés chez les souris
rendues obeses par la consommation d’'un régime hyper lipidique ou présentant une
obésité génétique, suggeérant ainsi que la résistinémie serait corrélée a la masse adipeuse.
Les effets insulino-résistants de la résistine ont de méme été relatés par cette étude
pionniére qui démontre que I'administration d’anticorps dirigés contre la résistine améliore
la glycémie et la sensibilité a linsuline de souris rendues obeses. Inversement, le
traitement de souris saines par la résistine recombinante provoque une intolérance au
glucose ; si la résistine est neutralisée, le transport du glucose dans les adipocytes est
amélioré. Les taux de résistine sont élevés chez le sujet obése prédisposant a l'insulino-
résistance. L’étude propose ainsi, et pour la premiere fois, que la résistine serait une

cause d’installation du diabéte chez les sujets obéses.

La résistine murine et humaine : présentation

Le profil d’expression de la résistine differe considérablement entre 'homme et les
rongeurs, elle est en effet essentiellement sécrétée par les adipocytes matures chez les
rongeurs et par les cellules mononuclées du sang périphériques (PBMC) ainsi que les
macrophages chez 'homme (Steppan et al., 2001 ; Patel et al., 2003 ; Verma et al., 2003).
Chez la souris, le géne qui code pour la résistine est situé sur le chromosome 8A1 et code
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pour un précurseur de 114 acides aminés qui sera clivé pour donner la forme mature de la
résistine qui comporte 94 acides aminés (Ghosh et al., 2003). L'extrémité N-terminale de
la résistine forme une structure en super hélice a tandis que le partie C-terminale se
compose de plusieurs feuillets B antiparalléles (Patel et al., 2004). On retrouve la résistine
sous deux formes dans la circulation, une forme hexamérique et une forme trimérique,

moins présente mais plus réactive (Patel et al., 2004).

Chez 'homme, la résistine se compose de 108 acides aminés, riche en cystéine, elle est
codée par le géne Retn qui se situe sur le chromosome 19p13.3 (Ghosh et al., 2003). La
résistine humaine présente également des différences structurales par rapport a la
résistine murine. En effet les deux protéines ne possédent que 54% de similarité de
séquence en acides aminés. La partie N-terminale de la résistine humaine est également
constituée d’une structure en super hélice a cependant, cette derniére ne contient pas de
structure en feuillets B dans la partie C-terminale mais des hélices a (Ghosh et al., 2003).
La résistine humaine est capable de former des diméres, des triméres et des multiméres
(Raghu et al., 2004). Les études montrent que I'oligomérisation de la résistine joue un role
crucial dans ses effets pro-inflammatoires, en effet plus le niveau d’oligomérisation est

élevé, plus I'action pro-inflammatoire de la résistine est importante (Aruna et al., 2008).

A l'échelle génique, les séquences qui codent pour la résistine possédent des régions
régulatrices différentes entre ’homme et les rongeurs, ceci suggérent que la résistine
humaine et murine sont régulées de fagons différentes et qu’elle peut agir de facon
distincte chez ces deux espéces. Dans les adipocytes murins, les études montrent que
'expression de la résistine est stimulée par des niveaux élevés de glucose mais abaissée
par la cytokine pro-inflammatoire TNF-a (Schwartz et al., 2011). A l'inverse, I'expression
de la résistine humaine est fortement induite dans les macrophages et les cellules PBMC
par des stimuli inflammatoires incluant le LPS (lipopolysaccharide), le TNF-a, IL-6, IL-1p
ainsi que la résistine elle-méme (Schwartz et al., 2011). De fagon similaire aux rongeurs,
le traitement par I'antidiabétique thiazolidinedione provoque une baisse de I'expression de

la résistine dans les macrophages humains et réduit les niveaux circulants de résistine.

Role de la résistine murine dans la résistance a I'insuline

Chez les rongeurs, la résistine est un médiateur de la résistance a I'insuline. En effet, les
niveaux circulants de résistine sont élevés chez les souris obéses et 'administration de

résistine recombinante chez des souris normales altére I'action de l'insuline (Steppan et al.,
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2001). De méme, 'administration centrale et périphérique de résistine recombinante et la
surexpression de la résistine induit une résistance hépatique a l'insuline chez la souris. Le
traitement d’adipocytes 3T3-L1, de cardiomyocytes murins et de cellules de muscles
squelettiques en culture par de la résistine murine diminue le transport du glucose insulino
dépendante (Lazar, 2007). De méme, l'invalidation du géne de la résistine améliore la
sensibilité hépatique a l'insuline chez des souris consommant un régime hyper-lipidique
(HFD) (Schwartz et al., 2011). La résistine murine induit de méme une diminution de la
phosphorylation de TAMPK (5’ adenosine monosphophate-activated protein kinase) dans
le foie, le muscle squelettique et le tissu adipeux blanc (Banerjee et al., 2004).
Inversement, I'inhibition de la résistine conduit a 'augmentation de la phosphorylation de
'AMPK (Muse et al., 2004). En outre, la résistine murine interfére avec de nombreuses
étapes de la cascade de signalisation de l'insuline, incluant la phosphorylation des IRS
(Insulin Receptor Substrate) et I'activation de la protéine kinase Akt dans le foie, le muscle
et le tissu adipeux blanc (Muse et al., 2004 ; Steppan et al., 2005). Le traitement par la
résistine chez les rongeurs induit une augmentation de I'expression de SOCS-3, connu
pour ses effets dans la régulation négative de l'insuline dans le foie, le muscle et le tissu
adipeux blanc (Steppan et al., 2005). Le mécanisme exacte entrant en jeu dans la
médiation des effets insulino-résistants de la résistine murine n’est toutefois pas
totalement clair. En effet, de nombreuses études proposent des récepteurs possibles pour

la résistine, parmi eux :

- Une étude de 2011 montre qu’un isoforme de la Décorine (ADCN) serait un
récepteur de la résistine. Présent sur les cellules adipocytaires progénitrices, la
résistine lierait le récepteur ADCN et contribuerait a la régulation de I'expansion du

tissu adipeux blanc (Daquinag et al., 2011)

- De plus, une interaction entre la résistine et le récepteur ROR1 a été montrée en
2012 dans des cellules murines adipeuses 3T3-L1. L'étude montre que l'interaction
de la résistine avec ROR1 provoque l'inhibition de la phosphorylation de ROR1 qui
module la phosphorylation de la kinase ERK 2 (extracellular signal regulated
kinase) et régule I'expression du régulateur négatif de la voie de l'insuline SOCS-3
ainsi que celle des transporteurs de glucose GLUT1 et GLUT4 (Sanchez Solana et
al., 2012).
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Role de la résistine humaine dans l'inflammation

La résistine humaine joue un role majeur dans la régulation de la réponse inflammatoire
(Filkova et al., 2009) au cours de laquelle, les macrophages et les cellules vasculaires
sont des cibles de l'action de la résistine (Jamaluddin et al., 2012). La résistine induit une
augmentation de I'expression de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a, IL-6, IL-
12 ainsi que celle de la chimiokine MCP-1 dans les cellules PBMCs, les macrophages et
les cellules de Kupffer. Ces effets sont médiés par la voie de signalisation impliquant le
facteur de transcription NFkB (Bokarewa et al., 2005). L'expression de la résistine chez
’homme a également été identifiée dans la fraction du stroma vasculaire du tissu adipeux
blanc, dans le foie stéatosé ainsi que des Iésions d’athérosclérose (Jung et al., 2006). En
effet, les taux circulants de résistine chez 'homme sont corrélés aux marqueurs de
linflammation chez les individus atteints de diabéte de type 2 mais également
d’athérosclérose coronarienne ou de maladies chroniques des reins (Park et al., 2013).
L’ensemble de ces observations suggérent que la résistine humaine posséde des
propriétés pro-inflammatoires évidentes et qu’elle intervient dans différentes pathologies

inflammatoires.

Role de la résistine humaine dans la résistance a I'insuline

Au vue de l'action de la résistine chez le rongeur sur la sensibilité a l'insuline, de
nombreuses études cliniques ont examiné la relation entre les taux circulants de résistine
chez 'homme et la résistance a l'insuline chez des individus obéses diabétiques ou non
(Park et al., 2013). Alors que certaines études montrent une corrélation positive entre la
résistine et linsulino-résistance, d’autres ne parviennent pas a la méme conclusion
(Codoner-Franch et al., 2015). Toutefois, ces divergences dans les résultats peuvent
s’expliquer par des études réalisées sur des échantillons trop petits, une disparité
importante dans les populations analysées, ainsi qu’une variation dans le degré d’obésité.
Afin de déterminer si la résistine humaine peut contribuer a la résistance a l'insuline,
I'équipe de Lazar a produit un modéle murin transgénique exprimant la résistine humaine
et non murine, le modéle Hum-Retn (Park et al., 2011). Les souris Hum-Retn présentent
une résistinémie identique a celle observée chez ’homme. Les chercheurs de cette étude
ont soumis les souris Hum-Retn a une endotoxémie chronique et ont montré qu’en
réponse a ce traitement par le LPS, les niveaux circulants de résistine ont augmenté, de
facon similaire a 'hnomme (Park et al., 2011). De plus, les souris Hum-Retn soumises a

'endotoxémie chronique et dont le taux de résistine était élevé ont développé une
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résistance a l'insuline aux niveaux hépatiques et musculaires. Ces résultats suggérent
fortement que la résistine humaine est également impliquée dans la résistance a l'insuline
associée a l'inflammation. De méme, une étude de cas a montré que les individus dont le
niveau basal de résistine est plus élevé présentent un risque significativement plus élevé
de développer un diabéte de type 2 (Schwartz et al., 2011 ; Chen et al. 2009).

Le récepteur humain de la résistine reste pour le moment inconnu, toutefois, le récepteur
TLR4 (Toll-like receptor) et le récepteur CAP1 (adenylyl cyclase associated protein 1) ont
récemment été proposés en tant que candidats putatifs (Tarkowski et al., 2010 ; Lee et al.,
2014). En effet, les études montrent que la résistine recombinante humaine passe par le
récepteur TLR4 pour initier ses effets pro-inflammatoires dans les cellules myéloides et
épithéliales humaines (figure 6) (Tarkowski et al., 2010). De méme, notre équipe a
démontré pour la premiére fois en 2013 chez le rat, que la résistine humaine peut
directement lier le récepteur TLR4 dans I'’hypothalamus pour promouvoir ses effets pro-
inflammatoires et insulino-résistants (Benomar et al., 2013). Une étude menée en 2014
soutient que CAP1 (adenylyl cyclase associated protein 1) serait le récepteur de la

résistine humaine au sein des monocytes (Lee et al 2014).
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Figure 6 : Mécanisme d’action de la résistine humaine

La resistine lie et active TLR4, il résulterait de cette liaison une autorégulation positive de
I'expression de la résistine et une induction de ['expression des cytokines pro
inflammatoires. Alternativement, la résistine serait capable d’activer le récepteur CAP-1, il
en résulterait une augmentation de 'AMPc intracellulaire qui induit I'expression génique de
NF-kB qui active lui méme l'expression des cytokines pro inflammatoire. Afin d’activer
CAP-1, la résistine doit étre internalisée, il est possible qu'un mécanisme d’endocytose
soit mis en jeu. Hannan and Culligan, 2015
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L’étude montre, dans des monocytes humains THP-1, que la résistine, interagit avec
CAP1 et induit une augmentation de la concentration en AMPc intracellulaire, provoquant
ainsi l'activation d’une cascade de signalisation qui aboutit a I'activation de NFkB et
I'expression des génes codant pour les cytokines pro inflammatoires TNF-a, IL-6 et IL-1b.
Toutefois, I'étude ne démontre pas clairement comment l'interaction entre la résistine et
CAP1 a lieu. En effet, CAP1 est une protéine cytosolique qui ne posséde pas de domaine
transmembranaire (Hubberstey and Mottillo, 2002) alors que la résistine est une protéine
circulante (figure 6).Au vue de ces observations et du fait que TLR4 soit un récepteur de
limmunité innée hautement impliqué dans les réponses inflammatoires, il semblerait qu’il
soit un sérieux candidat. En effet, de hombreuses études placent TLR4 au centre de la
meédiation de l'inflammation métabolique conduisant a la résistance a l'insuline au cours de

'obésité.

Récepteur TLR4 : lien entre inflammation et résistance a I'insuline

Toll-like récepteur : présentation et rappel

Les récepteurs Toll-Like existent chez 'homme et les mammiféres, ils doivent leur
appellation au fait qu’ils possédent une homologie avec les récepteurs de type Toll décrits
précédemment chez la drosophile. Trés conservés au cours de I'évolution, ces récepteurs
jouent un role vital dans 'immunité innée (Takeda et al., 2003). En effet, ils sont membres
de la superfamille des PRR (Pattern-Recognition Receptor), dont la fonction est de
détecter des motifs répétés et fonctionnels des pathogénes, nommés PAMP pour
« Pathogen-Associated Molecular Pattersn » (Medzhitov and Janewat 1997 ; Akira and
Takeda 2004). Les TLR sont des récepteurs transmembranaires de type 1, ils possédent
des ectodomaines LRR riches en leucine (Leucine-Rich Repeat) favorisant l'interaction
avec les PAMP, un domaine transmembranaire, ainsi qu’'un domaine cytoplasmique TIR
(Toll-Interleukin-1 Receptor) dont la présence est fondamentale pour la transduction du
signal (Takeuchi and Akira 2010). Des études de cristallographie des ectodomaines des
TLR ont permis de décrire de fagon structurelle les interactions entre les TLR et leurs
ligands, les PAMP (Jin et Lee, 2008). En effet, ceux-ci peuvent étre des lipides, des
lipoprotéines, des protéines ou des acides nucléiques dont la provenance peut étre
bactérienne, virale, parasitaire ou issue de champignons. La reconnaissance des ligands
PAMP par les TLR peut avoir lieu dans différents compartiments cellulaires y compris la
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membrane plasmique, les endosomes, les lysosomes ou les endolysosomes (Akira et al.,
2006). Les TLR sont exprimés par la plupart des cellules immunitaires comme les
macrophages, les lymphocytes B et T, les cellules dendritiques et les plaquettes. En outre,
ils sont largement exprimés par des tissus chez le mammiféres (Vahanan et al 2008,
Menzies et al 2006). Alors que les TLR sont essentiels pour 'immunité, des réponses
inappropriées peuvent provoquer des inflammations chroniques et aigues, voire méme
des maladies auto-immunes. Dans la suite de ce chapitre, I'attention sera portée sur le

réle du récepteur TLR4 dans l'inflammation et I'insulino résistance associées a 'obésité.

TLR4 est le premier récepteur TLR a avoir été identifié chez les mammiféres (Medzhitov et
al 1997). Il est le principal récepteur de I'endotoxine bactérienne : le lipopolysaccharide
(LPS). Ce composant des parois bactériennes gram négatives est reconnu par le TLR4
par sa partie lipidigue A. De méme, TLR4 reconnait également certains acides gras

saturés qui peuvent induire la transduction de son signal (Pal et al, 2012).

Signalisation de TLR4 : voie Myd88 dépendante

La voie myd88 dépendante est celle qu’emprunte le LPS afin d’induire la transduction du
signal via son récepteur TLR4. Au niveau systémique, le LPS est tout d’abord reconnu par
la protéine LBP (LPS binding protein) (Chaby et al., 2004). Ce complexe LBP/LPS se lie
alors au co-récepteur du TLR4, le CD14. Par la suite, 'ensemble s’associe au complexe
TLR4/MD-2 (Kornbluth, Oh et al 1989). La liaision du LPS au TLR4 provoque le
recrutement de I'adaptateur Myd88 (Myeloid Differenciation 88) au niveau de son propre
domaine TIR et vers le domaine TIR de TLR4 (Bruns, Martinon et al 1998 ; Kawai and
akira 2007). Cette interaction TIR-TIR provoque le recrutement de la protéine IRAK4 (IL-1
receptor associated kinase) qui va phosphoryler la protéine IRAK1 et permettre son
association avec TRAF6 (TNF receptor activating factor). Une fois activé, TRAF6 se
dissocie de cette association et se lie a TAB2 (TAK1 binding protein 2) activant ainsi TAK1
(Transforming growth factor 8 activated protein) (Gohda et al 2004). TAK1 va par la suite
activer les voies IKK/NFkB et des MAP kinases P38, JNK et ERK1/2 (Sato et al, 2005)
(figure 7).
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Figure 7 : Voies de signalisation du récepteur TLR4

Deux principales voies de signalisation sont activées par le récepteur TLR4. La voie
MyD88 dépendante aboutit a la production de cytokines pro-inflammatoires, alors que la
voie dépendante de TRIF (aussi appelée voie MyD88 indépendante) conduit a la synthése

d’interférons de type 1.

Signalisation de TLR4 : voie Myd88 indépendante

Par ailleurs, TLR4 présente également une voie de signalisation indépendante de
'adaptateur Myd88. Dans cette voie, la protéine TRIF remplace Myd88. TRIF possede
également un domaine TIR et trois domaines de liaisons a TRAF6 qu’elle va ainsi pouvoir
recruter (Akira and Takeda 2004). Ceci aboutit a I'activation de NFkB de fagon similaire a
la voie Myd88. De méme, le recrutement de TRAF3 par TRIF aboutit a I'activation du
facteur de transcription IRF3 (Interferon Regulatory Factor 3) qui contrdle la transcription
de l'interféron f (Lu et al 2008b) (figure 7).

40



Toll-like récepteur : réle dans l'insulino-résistance associée a I'obésité

L’implication du récepteur TLR4 dans l'installation de I'obésité et la résistance a I'insuline
est fortement suggérée. En effet, le récepteur TLR4 est exprimé dans les cellules
immunitaires mais aussi dans les principaux tissus impliqués dans la régulation du
meétabolisme énergétique comme le tissu adipeux, le foie, le muscle et I'hypothalamus
(Tanti et al., 2012). De plus, les niveaux d’expression du récepteur TLR4 sont augmentés
chez les souris obéses et les patients diabétiques (Catalan et al., 2012; Mraz et al., 2011;
Reyna et al., 2008; Shi et al., 2006; Song et al., 2006). En outre, I'expression de TLR4 est
négativement corrélée avec la sensibilité a I'insuline (Kénner and Bruning 2011). Ainsi, ces
études suggerent que TLR4 contribue fortement a la résistance a l'insuline associée a

'obésité. Plusieurs mécanismes peuvent expliquer ces observations.

D’une part, 'augmentation des niveaux circulants d’acides gras saturés libre contribue
fortement au développement de l'insulino-résistance associée a I'obésité, et ceci en partie
via le récepteur TLR4. En effet, les acides gras saturés conduisent a l'activation du
récepteur TLR4 initiant ainsi la production de molécules pro-inflammatoires (Fresno et al
2011, Milanski et al 2009). Une étude a montré qu’une perfusion de lipides provoque une
insulino-résistance chez des souris de phénotype sauvage, alors que des souris
déficientes en TLR4 ayant recu le méme traitement ne présentent pas cette altération (Shi
et al., 2006). Ces résultats mettent en évidence le role central de TLR4 dans la médiation
de linsulino-résistance induite par les acides gras. En outre, il a été montré qu’une
mutation perte de fonction de TLR4 chez la souris protége contre le développement de
'obésité induite par un régime riche en lipides. Ces souris présentent une diminution de
I'adiposité ainsi qu’une amélioration de la sensibilité a l'insuline dans le tissu adipeux, les
muscles et le foie comparées aux souris témoins (Tsukumo et al., 2007). Par ailleurs, il a
été montré que I'obésité s’accompagne d’'une endotoxémie métabolique. Celle-ci se traduit
par des niveaux circulants plus élevés de LPS (lipopolysaccarides) qui proviennent
majoritairement des bactéries a Gram négatives de la flore intestinale. En effet, il a été
montré qu’un régime hyperlipidique modifie la flore et la perméabilité intestinale, ceci
contribue a I'endotoxémie métabolique (Amar et al 2011 ; Cani et al 2007). Chez la souris,
la consommation d’un régime hyper-lipidique augmente la part de LPS au sein du
microbiote intestinal et, aprés 4 semaines de régime hyper-lipidique, I'endotoxémie
apparait (Cani et al., 2007). Ces niveaux élevés de LPS activeraient la voie LPS/TLR4 qui
participe a l'inflammation de bas grade caractérisant I'obésité et l'insulino-résistance. La

stimulation anormalement élevée du récepteur TLR4 au cours de I'obésité conduit, en plus
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de linflammation, a une résistance a l'insuline. En effet, les études ont montré que la
stimulation de TLR4 active la phosphorylation de la kinase JNK qui a son tours augmente
la phosphorylation de IRS1 (Insulin receptor substrate 1) sur résidus sérine inhibant ainsi
la voie de signalisation IR/IRS1 (Hirosumi et al, 2002 ; Tsukumo et al., 2007).

Ainsi, la consommation d’un régime hyper lipidique provoque une surexposition a des
nutriments riches en énergie dont l'organisme n’a pas besoin, provoquant une
inflammation chronique a bas bruit qui favorise la résistance a la leptine et a l'insuline.
Nous avons vu que divers tissus périphériques sont fortement affectés par ces désordres
métaboliques. Le systéme nerveux central et plus particulierement I'hypothalamus, est
également sensible aux surplus énergétiques (De Souza et al., 2005). |l est décrit au cours

de I'obésité une inflammation du systéme nerveux central.

I1. Neuro inflammation et obésité

Introduction

Outre les dysfonctionnements métaboliques observés dans les divers tissus périphériques,
'obésité provoquent de nombreuses altérations au niveau du cerveau. L'inflammation du
systéme nerveux central est plus complexe. En effet, le SNC bénéficie du privilege immun
par la présence de la barriere hémato-encéphalique (BHE). Cette derniére fait en effet
office de bouclier sélectif qui rend le passage des cellules immunes comme les
lymphocytes tres limité en condition physiologique (Chow and Gu., 2015). L'immunité du
SNC repose essentiellement sur la microglie, cellules immunes résidentes du SNC. |l
n’existe pas de définition exacte de la neuro-inflammation ; cette derniére s’associe en
effet a une activation des cellules gliales (astrocytes, microglie) mais n’implique pas
nécessairement une infiltration de cellules immunitaires en provenance de la périphérie.
Ainsi, bien qu’elle partage des signaux communs avec l'inflammation classique (cytokines,
chemokines, prostaglandines...) les processus engagés dans la neuro-inflammation ne
sont pas identiques a ceux observés en périphérie (Graeber et al., 2011). Nous avons
précédemment décrit que I'obésité est caractérisée par une inflammation chronique de
bas grade affectant 'ensemble de I'organisme, dont le cerveau (figure 8). En effet, au
cours de I'obésité, la perméabilité de la BHE est altérée et peut exposer le SNC a I'exces

nutritif et aux signaux pro-inflammatoires provenant de la périphérie. Nerurkar et ses
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collaborateurs ont évalué la perméabilité de la BHE en utilisant un marqueur au bleu
Evans ; ils démontrent ainsi que, chez des souris nourries au régime HFD pendant 16
semaines, le passage du marqueur est fortement augmenté, témoignant de 'augmentation
de la perméabilité de la BHE (Nerurkar et al., 2011).

Neuro inflammation du SNC et conséquences fonctionnelles

Au cours de I'obésité, 'augmentation des niveaux de facteurs pro-inflammatoires et celle
des adipokines (adiponectine, leptine, résistine) favorisent la neuro- inflammation dans de
nombreuses structures du SNC. En effet, de récentes études mettent en évidence la
présence de la neuro-inflammation dans I'hypothalamus, I'hippocampe, le cortex et le
cervelet au cours de l'obésité (De Souza et al., 2005 ; Lu et al., 2011 ; Beilharz et al.,
2016 ; Guillemot-Legris, 2016 ; Tapia-Gonzalez, 2011). Pour exemple, les études
montrent que 16 semaines de régime HFD augmentent I'expression du récepteur TLR4
dans I'hippocampe ainsi qu’une activation de l'inflammation médiée par la voie IKKB/NF-
kB (Dutheil et al., 2016, Lu et al., 2011). Cette derniére provoque une augmentation de
'expression des principales cytokines pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6, TNF-a) (Dutheil et
al., 2016 ; Kang et al., 2016).
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Figure 8 : L’obésité provoque une inflammation généralisée a tout I’organisme, dont
le systéme nerveux central

Guillemot-Legris et Muccioli, 2017

De fagon intéressante, un nombre important d’études ont établi le lien entre obésité,
diabéte de type 2, et fonctionnement et homéostasie du cerveau (Arnoldussen et al., 2014 ;

Letra et al., 2014 ; Lee, 2011 ; Zhang and Tian., 2014 ; Nguyen et al., 2014). En effet, les
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premieres études a ce sujet ont permis de démontrer que le surpoids et I'obésité sont
associés a une diminution du volume ou a des altérations morphologiques cérébrales
(Bruce-Keller et al., 2009 ; Taki et al., 2008 ; Ward et al., 2005). De méme, certaines
études ont établi le lien entre obésité abdominale et modification du volume de
'hippocampe (Debette et al., 2010 ; Gustafson et al., 2004). Plus récemment, il a
fortement été suggéré que l'obésité peut causer des altérations de la cognition et de la

mémoire a court terme (Nguyen et al., 2014 ; Cournot et al., 2006 ; Lokken et al., 2009).

De méme, la consommation d’'un régime hyper-lipidique méme a court terme chez le
rongeur provoque une altération des fonctions cognitives ainsi qu'une diminution de la
mémoire dans I'apprentissage et I'exécution de taches (McNeilly et al., 2011 ; Murray et al.,
2009), un phénotype qui rappelle fortement celui observé dans le cadre de maladies
neurodégénératives. Or, il est aujourd’hui clairement démontré que la neuro-inflammation
est une des caractéristiques de la plupart des pathologies neurodégénératives. En ce sens,
de nombreuses études ont établi le lien entre neuro-inflammation associée a I'obésité et
dégénérescence neuronale (Thaler et al.,, 2012 ; Li et al., 2012 ; McNay et al., 2012 ;
Pierce and Xu, 2010) voire méme maladies neurodégénératives (Lees et al., 2009 ;
Beydoun et al., 2008)

Ainsi, au cours de I'obésité, I'excés nutritif auquel est exposé le SNC favorise l'installation
de la neuro-inflammation et expose fortement les neurones a la dégénérescence.
L’hypothalamus se place en téte des structures cérébrales affectées par la neuro-
inflammation associée a I'obésité. Il faut rappeler que I'hypothalamus est le centre
régulateur de 'homéostasie énergétique, ainsi, toute perturbation de son intégrité altére le
contréle de 'homéostasie énergétique. Le chapitre suivant sera dédié a I'hypothalamus et
a son inflammation au cours de l'obésité, structure sur laquelle je me suis focalisée au

cours de ma thése.
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I11. Neuro-inflammation
hypothalamique associée a
I’obésité: conséquences sur
I’homéostasie énergétique

Rappel : la régulation de 'homéostasie énergétique par
I’hypothalamus

L’homéostasie énergétique se caractérise par un état d’équilibre entre la prise
alimentaire et les dépenses énergétiques nécessaire pour la stabilité et le maintien du
poids corporel. Cet équilibre est dépendant des différents signaux périphériques qui
renseignent sur le statut énergétique de I'organisme et qui engendrent différentes voies de
signalisation au niveau du systéme nerveux central (SNC), en particulier dans
'hypothalamus et le tronc cérébral. Afin de maintenir un état d’équilibre, le SNC est en
permanence informé des fluctuations du statut énergétique via, d’'une part, les tissus
périphériques qui lui transmettent des afférences nerveuses et, d’autre part, via les
signaux métaboliques et hormonaux circulants. Ces signaux sont intégrés au niveau
hypothalamique et permettent d’adapter la réponse physiologique qui se traduira soit par
une augmentation ou baisse de la prise alimentaire maintenant ainsi la balance
énergétique. Cette réponse est modulée par des facteurs psychologiques, sociaux et

environnementaux.

L’hypothalamus : définition et réle dans I'’homéostasie
énergétique

L’hypothalamus est une structure du SNC appartenant au diencéphale. Situé a la base du
cerveau sous le thalamus et au-dessus du tronc cérébral, il est divisé par le troisieme
ventricule (Baroncini et al., 2012). L'une des fonctions les plus importantes de
I'nypothalamus est d’établir la liaison entre le systéme nerveux et le systeme endocrinien
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et ceci via I'hypophyse a laquelle il est relié par la tige pitulaire. L’hypothalamus est une
glande abritant plusieurs noyaux hypothalamiques, eux-mémes constitués d’'un ensemble
de neurones exprimant des récepteurs sensibles aux variations hormonales (et des
neuropeptides) assurant une réponse adaptative de I'’hypothalamus ce qui est crucial pour

le maintien de la balance énergétique (figure 9).

Menées dés le début des années 1940, des expériences ont en effet permis de mettre en
évidence le role de I'hypothalamus dans le contrdle de la régulation de la prise alimentaire.
Ces expériences, réalisées chez le rongeur, le chat ainsi que le singe ont montré que des
stimulations électriques ou des Iésions ciblant des régions spécifiques de I'hypothalamus
avaient des répercussions importantes sur la prise alimentaire et le poids corporel des
animaux (Brobeck et al, 1943). Ces expériences ont contribué a lidentification d’un
« centre de la faim » situé dans l'aire hypothalamique latérale, dont la Iésion est associée
a une perte de poids ; et d’'un « centre de la satiété » situé dans I'hypothalamus ventro-
meédian dont la Iésion provoque une hyperphagie conduisant a I'obésité (Anand et al.,
1955 ; Anand and Brobeck 1951). Enfin, les travaux de recherche de ces derniéres
années ont démontré, chez I'animal, I'existence de noyaux hypothalamiques complexes,
abritant des populations neuronales qui expriment des neuromédiateurs spécifiques
impliqués dans le contréle de la prise alimentaire et les dépenses énergétiques (Schwartz
et al., 2000; Williams et al., 2001).
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Figure 9 : Positions des différents noyaux hypothalamiques en vue coronale (a

gauche) et sagittale (a droite) de cerveau humain

L’hypothalamus se compose de noyaux répartis symétriquement de part et d’autre du
troisiéme ventricule (3V). Les noyaux hypothalamiques sont des amas de neurones
impliqués dans des fonctions physiologiques. Cinqg de ces noyaux sont impliqués dans la
régulation de I'homéostasie énergétique, parmi eux : le noyau arqué (ARC), situé a la
base du troisieme ventricule et accolé a I'éminence médiane ; le noyau ventromédian
(VMN) ; le noyau dorsomédian (DMN) ; I'aire hypothalamique latérale (LHA) et le noyau
paraventriculaire (PVN). ARC : arcuate nucleus ; DHA : dorsal hypothalamic area ; DMN :
dorsomedial nucleus ; LHA : lateral hypothalamic area ; PeVN : periventricular nucleus
PFA : perifornicular area ; PVN : paraventricular nucleus ; VMN : ventromedial nucleus ;
SO : supraoptic nucleus ; SC : suprachiasmatic nucleus ; lll : third ventricle. (Morton et
al.,2006)

Le noyau arqué (ARC) et I'éminence médiane (ME)

Situé dans I'hypothalamus médio-basal (MBH) a la base du troisiéme ventricule (3V), le
noyau arqué (ARC) s’étend symétriquement de part et d’autre du troisiéme ventricule. I

est adjacent a 'éminence médiane dont I'endothélium vasculaire a la particularité d’étre
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fenétré. L’éminence médiane (ME) fait en effet partie des organes circumventriculaires.
Afin de maintenir la balance énergétique, une communication a double sens entre le
cerveau est la périphérie est nécessaire, cela est possible par I'existence de ces organes
circumventriculaires (OCV) (Herde et al. 2011, Langlet et al., 2013, Prager-Khoutorsky et
al. 2016, Djogo et al., 2016). Dans les OCV, le type cellulaire impliqué dans la barriére
hémato-encéphalique est représenté par les tanycytes, et non les cellules endothéliales.
En effet, dans 'EM, ce sont les tanycytes qui arborent des jonctions serrées alors que les
cellules endothéliales en sont dépourvues. Au niveau de I'’éminence médiane, les
tanycytes s’étendent de la surface épendymale du troisieme ventricule a un plexus
vasculaire fenétré et perméable aux facteurs circulants. Les tanycytes tapissent la paroi du
troisieme ventricule et sont impliqués dans la régulation du métabolisme, ils sont en effet
capables de régir le passage de neuropeptides hypothalamiques dans le systéme porte
hypothalamo-hypophysaire (Parkash et al. 2015). lls forment ainsi une sorte de « barriere
tanycytaire » puisqu’ils se placent a linterface du liquide céphalo rachidien et des

vaisseaux fenétrés (Balland et al. 2014) (figure 10).

Ainsi, en raison de cette absence de véritable barriere hématoencéphalique, le noyau
arqué posséde un emplacement stratégique lui permettant de relayer les informations du
statut énergétique depuis la périphérie vers le systéme nerveux central (Kalra et al., 1999).
Du fait de leur localisation au sein du noyau arque, a proximité de 'éminence médiane, les
neurones de premier ordre vont recevoir les signaux hormonaux (leptine, insuline...) et
métaboliques (glucose, acide gras...) en provenance de la périphérie (Schwartz et al.
2000). Ces signaux seront intégrés vers les noyaux hypothalamiques de second ordre en
vue d’adapter la prise alimentaire aux besoins énergétiques de I'organisme (Kalra et al.,
1999). Le noyau arqué est majoritairement peuplé de deux types neuronaux exercant

deux fonctions antagonistes sur la balance énergétique.
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Figure 10 : Représentation schématique de la distribution des tanycytes a travers
I’éminence médiane, le noyau arqué et le noyau ventromédian

Les tanycytes f1me (représentés en vert) tapissent le plancher du troisiéme ventricule. Ils
sont reliés entre eux par des jonctions serrées, formant ainsi une barriere tanycytaire
séparant I'éminence médiane du liquide céphalo rachidien. Les projections de ces
tanycytes sont en contact avec les vaisseaux fenétrés de I'’éminence médiane. Les autres
tanycytes [ possedent des projections qui se déploient au sein du noyau arqué, elles sont
en contact avec les neurones qui régissent 'homéostasie énergétique et les vaisseaux
sanguins non fenétrés. Les tanycytes a présentent de longues projections qui se projettent
dans le noyau ventro meédian. AN : arcuate nucelus, ME : mediane eminence, Ep :

ependymocytes, IlI-V : third ventricle. Elizondo-Vega et al., 2015

Il existe, d’'une part, une population neuronale dite « orexigéne » exprimant le
neuropeptide Y (NPY) et Agouti-Related Peptide (AgRP). Chez le rongeur, 'administration
du NPY au niveau du troisiétme ventricule augmente la prise alimentaire et une
hyperphagie (Geerling et al., 2013). De méme, des injections journalieres répétitives de
NPY au sein du noyau paraventriculaire (PVN) provoquent une hyperphagie, une prise de
poids ainsi qu’'une augmentation significative de la masse adipeuse (Stanley et al., 1986).
En outre, il a également été montré que le peptide NPY exerce une partie de ses effets
anaboliques a travers la diminution de la thermogénése dans le tissu adipeux brun (Egawa

et al., 1990 ; Billington et al., 1991). Ainsi, NPY induit une augmentation de la prise
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alimentaire accompagnée par une diminution des dépenses énergétiques.

D’autre part il existe, au sein du noyau arqué, une population neuronale dite anorexigéne
qui exprime les neuropeptides POMC (Pro-opiomélanocortine), pré-curseur protéique de
a-MSH (alpha melanocyte stimulating hormone) et CART (cocaine-and-amphetamine-
requlated transcript) (Parker et al., 2012). L'implication de ces neurones dans la régulation
négative de la prise alimentaire a été démontrée par de nombreuses études. En effet, une
mutation du géne codant pour le peptide POMC conduit a I'obésité aussi bien chez
’homme que chez le rongeur (Coll et al., 2004 ; Yaswen et al., 1999 ; Challis et al., 2004).
De méme, il a été montré chez le rat, qu’une restriction alimentaire réduit, au niveau
hypothalamique, I'expression de I'’ARN messager codant pour POMC (Mizuno et al.,

1998) ; alors qu’une suralimentation augmente son expression (Hagan et al., 1999).

Comme évoqué précédemment, ces neurones sont qualifiés de neurones de premier
ordre et interagissent entre eux en exergant des fonctions opposées sur la régulation de la
prise alimentaire (Csiffary et al., 1990). Cette fonction antagoniste résulte principalement
de l'inhibition GABAergique induite par les neurones AgRP sur les neurones POMC
(Horvath et al 1992, Broberger et Hokfelt 2001, Cowlet et al 2001, Williams et al 2001,
Pinto et al 2004). De méme, il a été montré que 'AgRP est un antagoniste naturel du
récepteur MC4-R (melanocortin 4 receptor) ; ce dernier, présent majoritairement dans les
noyaux hypothalamiques de second ordre, provoque une augmentation de la prise

alimentaire suite a la liaison de a-MSH. (Balthasar et al., 2005). (figure 11)
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Figure 11 : Contréle hypothalamique de ’homéostasie énergétique

Deux populations neuronales antagonistes dans I'ARC régissent le contréle de la prise alimentaire
et des dépenses énergétiques. Ces neurones sont régulés par les hormones circulantes,
notamment la leptine, l'insuline. Ces derniéres inhibent les neurones orexigénes AgRP/NPY et
stimulent les neurones anorexigenes POMC/CART. Les neurones de I'’ARC projettent au niveau
du PVN et de la LHA. Les neurones du PVN expriment la forme 1 du récepteur au NPY (Y1R) et la
forme 4 du récepteur a la mélanocortine (MC4R). Dans une condition ou la balance énergétique
doit étre négative, le PVN synthétise des neuropeptides anorexigénes de second ordre comme la
CRH (corticotropin releasing hormone) ou la TRH (thyrotropin releasing hormone). En condition de
pénurie énergétique, la LHA quant a elle va exprimer des neuropeptides orexigenes : orexines A et
B et MCH (melanin concentrating hormone). POMC, proopiomelanocortin ; CART, cocaine and
amphetamine-related transcript; AgRP, agouti related peptide ; NPY, neuropeptide Y ; GABA, y-
aminobutyric acid. Gaspar and Velloso, 2018.

Ainsi, les études des 20 derniéres années ont permis la compréhension du contrdle de la
prise alimentaire et de 'homéostasie énergétique. Toute perturbation de ce systéme de
contréle, notamment l'altération des fonctions hypothalamiques qui se traduit par une
mauvaise perception des signaux périphériques, entraine des désordres métaboliques
majeurs qui vont favoriser le développement de I'obésité. Cette derniére se caractérise par
un état inflammatoire aux niveaux central et périphérique. En outre, I'obésité est
généralement associée a l'insulino-résistance, principal facteur de risque du diabéte de

type 2 (DT2).
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Neuro inflammation hypothalamique : driver de I'obésité et de
ses conséquences ?

Découverte de I'inflammation hypothalamique

L’inflammation hypothalamique associée a I'obésité a été initialement décrite en 2005. En
effet, le groupe de Licio Velloso a montré, chez le rat, que la consommation d’'un régime
alimentaire riche en lipides pendant 16 semaines provoque une réponse inflammatoire
hypothalamique associée a une augmentation importante de I'expression des cytokines
pro-inflammatoires TNF-a, IL-1B3 et IL-6, ainsi qu’'une perte de l'effet anorexigene de de
linsuline (De Souza et al., 2005). Suite a cette étude pionniere, l'inflammation
hypothalamique associée au régime hyper-lipidique a été reproduite et observée chez la
souris puis reconfirmée chez le rat (Thaler et al., 2012 ; Holland et al., 2011 ; Zhang et al.,
2008).

Plus récemment, il a été montré que l'inflammation hypothalamique se distingue de
linflammation périphérique par sa cinétique d’apparition. |l a en effet été montré qu’'un
unique jour de consommation de régime HFD chez les rongeurs provoque une
augmentation hypothalamique de I'expression de IL-6 et TNF-a ainsi qu’une activation des
cellules microgliales hypothalamiques (Waise et al., 2015). De méme, la consommation
d’'un régime HFD pendant 3 jours chez le rongeur augmente la neuroinflammation et la
gliose réactionnelle et provoque des lésions neuronales (Thaler et al., 2012). De fagon
intéressante, cette neuroinflammation apparait bien avant l'inflammation périphérique et
l'obésité (Waize et al., 2015 ; Thaler et al., 2012). Cette réponse inflammatoire aigle et
précoce persiste pendant les premiers jours de régime HFD puis se dissipe et ne devient
chronique que si le régime HFD est maintenu pendant une longue durée (Thaler et al.,
2012). De méme, une administration centrale et aiglie de glucose (Valdearcos et al., 2014)
ou de lipides (Martinez de Morentin et al., 2010 ; Benoit et al., 2009) provoquent une
inflammation hypothalamique au bout de quelques heures. Parallélement, il a été montré
que 3 jours de régime HFD suffisent a significativement réduire la sensibilité
hypothalamique a l'insuline (Clegg et al., 2011). Ces effets précedent largement 'obésité

et I'épisode inflammatoire dans les tissus périphériques (Clegg et al., 2011).

L’ensemble de ces données suggérent une implication causale de [linflammation

hypothalamique dans les désordres métaboliques menant a l'obésité et au syndrome
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métabolique (Cai et Liu, 2011 ; Valdearcos et al., 2015 ; Thaler et al., 2013).

Voies de signalisation impliquées dans I'inflammation hypothalamique et I'altération
de la balance énergétique

Voie TLR4 : réle de IKKB/NFkB et JNK

La présence de capillaires fenétrés et de tanycytes au sein de I'éminence médiane
confére a I'hypothalamus un emplacement stratégique qui le rend rapidement sensible aux
variations hormonales et aux nutriments circulants (Balland et al., 2014). Les nutriments
représentent un indicateur énergétique nécessaire pour la régulation de 'homéostasie
énergétique par le SNC, néanmoins, il semblerait que leur présence — en excés — soit
fortement impliquée dans le déclenchement de l'inflammation de I'hnypothalamus médio-
basal (MBH). En effet, il a été montré chez la souris qu'une administration aigie de
glucose dans le troisieme ventricule provoque une augmentation de I'expression du
facteur de transcription pro-inflammatoire NF-kB au niveau hypothalamique et reste
inchangée au niveau périphérique (Zhang et al., 2008). De méme, une étude menée chez
le rat montre que certains acides gras saturés s’accumulent dans I'’hypothalamus en
réponse a un régime hyper-lipidique provoquant une activation des voies de I'inflammation,
en particulier la voie TLR4, et favorisant I'installation des résistances a linsuline et la
leptine (Posey et al., 2009). Il a été aussi montré que des injections ICV de l'acide
stéarique, un acide gras saturé, augmente I'expression des cytokines pro-inflammatoires
TNF-a, IL-1b et IL6 et active JNK et NF-kB dans I'hypothalamus (Calegari et al., 2011).
Une autre étude a montré que I'administration d’acides gras saturés par gavage chez la
souris induit rapidement une inflammation hypothalamique, similaire a celle observée au
cours de la consommation d’un régime hyper-lipidique (Valdearcos et al., 2014). Or, il a
été montré que les acides gras saturés sont capables d’activer TLR4 au niveau
hypothalamique et de stimuler les voies de signalisation pro-inflammatoires qui lui sont
associées (Milanski et al., 2009) (figure 12)

En effet, 'administration centrale d’acides gras saturés (AGS) active TLR4 ce qui aboutit a
I'activation de NF-kB dans I'hypothalamus et provoque une altération de la voie centrale
de la leptine ainsi que de celle de I'insuline (Zhang et al., 2008 ; Posey et al., 2009) (figure
12). De plus, le blocage de la signalisation de TLR4, par l'invalidation de son adaptateur
MyD88 dans le cerveau de souris, contrecarre I'inflammation hypothalamique provoquée
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par les AGS. Il en résulte une atténuation de la résistance centrale a la leptine, une
amelioration de la sensibilité générale a l'insuline et une limitation de la prise de poids
(Milanski et al., 2009 ; Kleinridders et al., 2009). Ces résultats mettent en évidence le réle
de TLR4 et de ses voies de signalisation dans la médiation de [linflammation

hypothalamique associée au régime HFD et l'altération de 'homéostasie énergétique.

En effet, il a été montré que l'obésité s’accompagne d’'une augmentation de [l'activité
hypothalamique de IKKB qui active a son tours le facteur de transcription NF-kB (Zhang et
al., 2008). Ce dernier reste normalement inactif dans le cytoplasme, inhibé par la protéine
IkBa. En condition inflammatoire, IKKB est activée et phosphoryle IkBa ce qui conduit a sa
dégradation et a la libération du NF-kB qui sera transporté dans le noyau ou il induit la
transcription d’'une myriade de génes pro-inflammatoires au niveau hypothalamique
(Posey et al., 2009 ; Milanski et al., 2009 ; Zhang et al., 2008). En effet, un régime HFD
provoque une augmentation des cytokines pro-inflammatoires au niveau hypothalamique
(De Souza et al., 2005 ; Thaler et al., 2012). Or, les données de la littérature démontrent
que les cytokines pro-inflammatoires ont un effet délétére sur la balance énergétique. Il a
été montré que l'administration par ICV de TNF-a a faible dose augmente la prise
alimentaire et diminue les dépenses énergétiques (Arruda et al., 2011), ces effets

rappellent ceux observés au cours de 'obésité.
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Figure 12: Cascades de signalisation de [Iinflammation métabolique dans
I’hypothalamus

Au cours de l'obésité, I'exces de nutriments comme les acides gras saturés provoquent une
inflammation via le récepteur TLR4. Cet environnement est propice au stress du RE et au stress
oxidatif. Il en résulte une activation exacerbée des voies IKKB/NF-kB et JNK qui vont promouvoir
d’autant plus l'inflammation et vont affecter les cellules gliales et les neurones. Cai et Liu, 2012

En ce sens, les études montrent que le couple IKKB/NF-kB joue un rdle majeur dans
induction de linflammation hypothalamique qui conduit a laltération de la balance
énergétique au cours du régime HFD (Kleinridders et al., 2009 ; Zhang et al., 2008).

L’activation pharmacologique de la voie IKKB/NF-kB dans le cerveau augmente la prise
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alimentaire et le poids corporel, et altére la signalisation hypothalamique de l'insuline et la
leptine (Zhang et al., 2008). Au contraire, cette méme étude montre que l'inhibition du NF-
kB maintient la sensibilité a I'insuline et a la leptine et protége contre I'obésité (Zhang et al.,
2008). Par ailleurs, il a été montré que la neuro-inflammation hypothalamique augmente
les niveaux d’expression de PTP1B et de SOCS-3 dans I'hypothalamus, deux principaux
régulateurs négatifs de la voie de signalisation de l'insuline et de la leptine (Zabolotony et
al., 2002 ; Ito et al.,, 2012, Zhang et al., 2008). Parallelement a I'activation de la voie
IKKB/NF-kB, la signalisation dépendante de TLR4 aboutit également a I'activation de la
voie des MAPK, JNK et p38. La suralimentation active aussi la voie de signalisation
impliquant JNK au niveau hypothalamique (figure 12) (Sabio et al., 2010, Belgardt et al.,
2010 ; Unger et al., 2010). De plus linvalidation du géne JNK1 au niveau neuronal
diminue fortement I'obésité induite par le régime HFD et protége contre l'intolérance au
glucose (Sabio et al., 2010). De méme, Unger et ses collaborateurs ont montré que
l'inhibition centrale de JNK1 améliore la sensibilité a I'insuline (Unger et al., 2010). En effet,
il a été montré que JNK peut inhiber le signal insulinique a travers au moins deux
mécanismes : d’'une part via l'induction de SOCS-3 et d’autre part via la phosphorylation
sur résidus sérine des IRS, ces phosphorylations en sérine sont inhibitrices de la voie de
signalisation de l'insuline (Velloso et Schwartz, 2011 ; Gregor et al., 2011). L’activation
constitutive de JNK au sein des neurones hypothalamiques AgRP chez la souris provoque
une hyperphagie qui aboutit a une prise de poids et a une augmentation de I'adiposité
(Tsaousidou et al., 2014).

Ces résultats mettent en évidence les effets délétéres de linflammation hypothalamique
sur la balance énergétique contribuant aux désordres métaboliques. D’autre part, de
nombreux mécanismes contribuent fortement a [I'exacerbation de [Iinflammation
hypothalamique au cours du régime HFD et de l'obésité. Parmi eux, laltération de
l'autophagie et le stress du réticulum endoplasmique ont été le sujet de nombreuses

recherches.

Altération de I'autophagie et inflammation

Il a été montré que I'obésité affecte négativement I'autophagie au niveau hypothalamique
(Meng and Cai, 2011) (figure 12). L'autophagie joue un réle crucial dans le maintien de
I'homéostasie cellulaire, il s’agit d’'un processus au cours duquel une cellule peut éliminer
ses propres organelles endommagées afin de maintenir une homéostasie interne et une
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intégrité structurelle (Yorimitsu et al., 2006). Stimulée en cas de pénurie énergétique,
'importance de l'autophagie au niveau hypothalamique a été révélée par une étude qui
montre que la délétion du géne codant ATG7, un médiateur clé de I'autophagie, provoque
une augmentation de la prise alimentaire et une diminution des dépenses énergétiques
chez la souris (Meng and Cai, 2011). Ces souris présentent aussi une activation de la voie
IKKb/NFKB au niveau hypothalamique, suggérant qu'un défaut dans le processus
d’autophagie peut engendrer des voies de I'inflammation. De fagon intéressante, dans ce
méme modele murin dépourvu de ATG7, linhibition de IKKb induit améliore ces
dysfonctionnements métaboliques. Ces observations mettent en évidence I'association
entre, obésité, inhibition de I'autophagie et inflammation, suggérerant que l'altération de
'autophagie associée a l'obésité serait impliquée dans l'inflammation hypothalamique.
Toutefois, le(s) médiateur(s) impliqué(s) dans linhibition de l'autophagie au cours de

'obésité reste(nt) a déterminer.

Stress du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique est primordial pour la synthése et la maturation des protéines
(Gething and Sambrook, 1992). Lorsque I'environnement cellulaire est inapproprié (par
exemple : lipotoxicité, glucotoxité), des protéines mal repliées s’accumulent au sein du RE
et aboutit a un stress du réticulum endoplasmique appelé également réponse UPR
(Unfolded Protein Response) (Schroder et al., 2005). Un nombre croissant d’études
suggérent que le stress du RE contribue a l'inflammation hypothalamique associée au
régime HFD et a l'obésité. En effet, il a été montré que I'excés nutritif peut induire
I'activation du stress du RE au sein de I'hypothalamus (Zhang et al., 2008 ; Milanski et al.,
2009). Le stress du RE implique l'activation de la voie IKK-B/NF-kB qui aboutit a
'activation du facteur pro-inflammatoire NF-kB (Hu et al., 2006). Réciproquement, les
études montrent que I'activation hypothalamique de la voie IKKb/NFkB favorise le stress
du RE au niveau neuronal (Zhang et al., 2008, Purkayastha et al., 2011). Par ailleurs,
I'induction pharmacologique ou génétique du stress du RE dans I'hypothalamus provoque
une inflammation et favorise les résistances centrales a la leptine et a l'insuline (Won et al.,
2009). Il en résulte divers désordres métaboliques dont I'hyperphagie et l'intolérance au
glucose (Purkayastha et al., 2011, Ozcan et al., 2009, Won et al., 2009). Ainsi, un cercle
vicieux s’installe ou l'inflammation hypothalamique associée au régime HFD provoque un
stress du RE qui va lui-méme alimenter I'inflammation et altérer ’'homéostasie énergétique.

Par ailleurs, il a été montré qu’'un stress du RE chronique provoque une augmentation
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intracellulaire du niveau de ROS (reactive oxygene species), ces derniers vont promouvoir
le stress oxydatif, exacerber le stress du RE et maintenir I'inflammation (Cullinan et al.,
2006) (figure 12).

Contribution des différents types cellulaires a I'inflammation de I'hypothalamus

Microglie et astrocytes : la gliose réactionnelle associée au régime HFD

Rappel sur la microglie et les astrocytes

Les cellules microgliales jouent un rdle prépondérant dans la surveillance du SNC. Ce
sont les macrophages résidents du SNC et, de ce fait, les acteurs clés de 'immunité innée
cérébrale ; notamment grace aux récepteurs qu’elles expriment a leur surface, les TLR.
Une des principales caractéristiques des cellules microgliales est leur activation trés
rapide en réponse a toute perturbation touchant le SNC. A I'état « activé », les cellules
microgliales acquiérent des propriétés phagocytaires et vont secréter des cytokines pro-
inflammatoires, elles peuvent ainsi éliminer des bactéries, des débris cellulaires ou des
cellules endommagées. Outre son role dans I'immunité innée cérébrale, il a été montré
que la microglie maintient I'architecture cellulaire et l'intégrité des réseaux neuronaux
(Wake et al., 2013). Elle est en effet impliquée dans le remodelage des circuits neuronaux
(Schafer et al., 2012) et dans la neurogénése (Gemma et al., 2013). La microglie se
caractérise par I'expression de nombreuses molécules dont Iba1 (Ito et al., 1998), CD68,
CD11b, CD45, EMR1 et ICAM-1 (Werner et al., 1998). L’expression de la plupart de ces

marqueurs augmente au cours de I'activation de la microglie (Tanaka et al., 2001).

De nombreuses molécules et conditions peuvent activer la microglie, elles ont en commun
de représenter une menace pour lintégrité structurelle et fonctionnelle du SNC. Les
cellules de la microglie expriment de trés nombreux récepteurs a leur surface, elles sont
de ce fait capables de reconnaitre et réagir a divers signaux. Au cours de son activation, la
microglie passe de sa forme ramifiée dite « au repos » a sa forme active, observée dans la
majorité des pathologies cérébrales. Morphologiquement, la microglie activée se
caractérise par un épaississement des prolongements, une diminution de leur nombre, un
rétrécissement des ramifications ainsi qu’une augmentation du volume du corps cellulaire
(Kreutzberg 1996). L'ensemble des paramétres peut étre quantifié et permet ainsi de

distinguer divers phénotypes microgliaux s’associant a des stades d’activations différents :
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microglie ramifiée, amorcée, réactive et amiboide (Kreutzberg, 1996 ; Soltys 2001) (figure
13). Toutefois, en dépit du fait que ces stades d’activation sont controversés dans
certaines études (Davis 1994 ; Streit et al., 1999), il existe un consensus pour affirmer que
la microglie activée réoriente ses processus au niveau du site de Iésion, perd ensuite ses
ramifications afin d’adopter une forme amiboide et développe des filopodes qui lui
permettent d’acquérir une plus grande mobilité et d’entamer la phagocytose des
pathogénes et débris cellulaire (Walker et al. 2014) (figure 14). En outre, en condition
pathologique, la microglie est également recrutée in situ, au sein du site lése, ce
recrutement est médié par des mécanismes de migration, de prolifération et
s’accompagne parfois de linvasion de monocytes circulants (Gomez-Nicola and Perr,
2015). L’ensemble de ces mécanismes déployés par la microglie en condition
pathologique aboutit a la microgliose. Le but étant de corriger et maintenir ’lhoméostasie
du SNC, néanmoins lorsque la lésion est chronique, la microgliose devient excessive et

peut aboutir a diverses complications.
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Figure 13 : States d’activation de la microglie dans le cerveau humain.
Crews FT et Vetreno RP, 2016
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Figure 14 : La microglie activée posséde des propriétés de phagocytose
adaptée de Fuijita, S et Kitamura, T, 1976
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Les astrocytes sont des cellules gliales du systéme nerveux central assurant diverses
fonctions, parmi elles, la protection des neurones et leur apport en nutriments. Les
astrocytes constituent une population cellulaire hétérogéne, exprimant différents
récepteurs en fonction de leur localisation anatomique (Oberheim et al., 2006). De méme,
les astrocytes jouent un réle clé dans la structure et le maintien de la barriere hémato-
encéphalique. Cette derniere est formée de cellules endothéliales liées par des jonctions
serrées, d’'une membrane basale et des pieds astrocytaires. || a été montré que les
astrocytes participent fortement aux propriétés de perméabilité de la BHE (Janzer et Raff
1987, Ballabh 2004).

Les astrocytes s’activent en réponse a des stimuli nocifs ou pathogénes de nature diverse
comme lischémie, les infections virales, les maladies démyélinisantes ou
neurodégénératives (Kalman 2004). En effet, au cours de ces pathologies, les astrocytes
deviennent réactifs : ils s’hypertrophient, leurs prolongements s’élargissent et ils sur-
expriment le filament intermédiaire GFAP (Kalman, 2004). Cette réponse est nommée
astrogliose, elle se met en place tres rapidement. Par exemple, en cas d’accident
ischémique (Mucke et al 1991). L’astrogliose se caractérise également par une
augmentation du nombre d’astrocytes au sein du site Iésé, toutefois, la prolifération des
astrocytes est le plus souvent tres limitée (Kalman, 2004). Il semblerait donc que
laugmentation du nombre d’astrocytes visibles est due a wune plus grande
immunoréactivité pour la GFAP. En condition pathologique, I'astrogliose se met en place
pour restaurer, protéger et limiter les dommages tissulaires, par ailleurs, une astrogliose

persistance peut étre délétére pour les neurones (Pekny 2016).

Gliose réactionnelle hypothalamique en réponse au régime HFD et a 'obésité

Il est maintenant clairement démontré que I'obésité est associée a une gliose réactionnelle
hypothalamique aussi bien dans des modéles animaux que chez 'homme (figure 15). En
effet, une étude qui repose sur la technique d’IRM (imagerie par résonance magnétique) a
montré la présence de gliose réactionnelle dans I'hypothalamus de sujets obéses (Thaler
et al., 2012). Ces données ont de méme été confirmées par une approche histologique sur
des cerveaux humains d’individus obéses post mortem qui montrent une activation
exacerbée de la microglie en comparaison aux sujets non atteints d’obésité (Baufeld et al.,
2016).
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Figure 15 : Gliose réactionnelle hypothalamique et altérations associées au régime
HFD

(a)La fonction normale de I'hypothalamus implique une interaction réciproque entre les neurones
AgRP/NPY et POMC/CART de I'ARC. Ces neurones répondent a la leptine et a linsuline et
régulent la prise alimentaire et les dépenses énergétiques. (b) Pendant la consommation d’un

régime HFD, cette régulation fine est altérée par 'accumulation d’acides gras, par la microgliose et
l'astrogliose et l'augmentation des cytokines pro inflammatoires qui altérent les cellules
environnantes. Les tanycytes qui tapissent le 3V ne sont pas représentés pour illustrer 'impact du
régime HFD sur leur capacité neurogénique.

3V : third ventricle ; AgRP : agouti-related peptique ; ARC arcuate nucleus ; BBB blood-barrier-
brain ; CART cocaine and amphetamine regulated transcript ; FA fatty acid ; ME median eminence ;

NPY neuropeptide Y ; POMC pro-opiomelanocortin
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Les études menées chez le rongeur montrent que cette gliose réactionnelle est trés
précoce, dés les premiers jours de consommation de régime HFD indépendamment de
l'inflammation périphérique et de I'obésité (Thaler et al., 2012 ; Waise et al., 2015). En
effet, on observe chez 'homme obése et le rongeur soumis au régime HFD, une
accumulation de cellules microgliales et astrocytaires de phénotypes activés au sein du
noyau arqué ; ces cellules se caractérisent par I'expression de cytokines pro-
inflammatoires (Milanski et al., 2009 ; Valdearcos et al., 2014). L'origine de 'accumulation
des cellules gliales au cours du régime HFD n’est pas clairement déterminée. Plusieurs
hypothéses sont toutefois proposées, un gradient de chimiokines attirerait la microglie
depuis différentes régions cérébrales vers I'hypothalamus (Valdearcos et al., 2015) ; il a
également été montré que 'obésité induite par un régime HFD augmente linfiltration des
monocytes dans le SNC (Buckman et al., 2013). Une autre possibilité serait la prolifération
in situ de progéniteurs qui pourraient se différencier en cellules microgliales dans des
situations ou le taux de microglie doit s’élever (Varvel et al., 2012). Concernant les
astrocytes, leur recrutement serait postérieur a I'activation microgliale. Valdearcos et ses
collaborateurs ont en effet démontré que les astrocytes ne sont pas activés en réponse
aux acides gras saturés, contrairement a la microglie. Les auteurs de I'étude suggerent
gu’au cours du regime HFD la microglie pourrait étre rapidement activée par les acides

gras saturés ce qui provoquerait I'activation des astrocytes (Valdearcos et al., 2014).

Outre leur activation précoce, I'astrogliose et la microgliose sont toujours présentes au
cours de I'obésité chronique et contribuent fortement au maintien de la neuroinflammation
hypothalamique (Buckman et al., 2013). Par conséquent, la neuro-inflammation
hypothalamique serait un acteur clé dans l'installation du syndrome métabolique. En effet,
une étude récente montre que contrecarrer le processus de gliose réactionnelle chez le rat
atténue fortement les marqueurs de I'obésité et du syndrome métabolique en périphérie
(Milanski et al., 2012). Il existe un dialogue entre les cellules gliales et les neurones. Par
exemple, une récente étude montre que la délétion du récepteur de la leptine dans les
astrocytes altere les connections synaptiques des circuits neuronaux hypothalamiques
(Kim et al., 2014). De méme, les astrocytes contribuent a la recapture du glucose (Levin et
al., 2011) et des lipides (Shen et al., 2009) par les neurones. Ainsi, la gliose réactionnelle
associée au régime HFD perturbe I'organisation neuronale hypothalamique et promeut un
environnement pro-inflammatoire de fagon trés précoce. Ces perturbations vont fortement
altérer I'organisation des circuits neuronaux impliqués dans le contréle de 'homéostasie

énergétique.
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Neuro-inflammation et altération de ’'homéostasie neuronale

L’étude de Thaler et de ses collaborateurs montrent que les neurones hypothalamiques
sont rapidement affectés en réponse a la consommation d’'un régime hyper-lipidique
(Thaler et al., 2012). En effet, les résultats de ces travaux montrent qu’aprés une semaine
de régime HFD, des marqueurs de Iésions et stress neuronaux sont repérés aux niveaux
du noyau arqué et de I'éminence médiane, ils se traduisent par une augmentation de
I'expression du marqueur Hsp72 (Heat shock protein 72), une protéine impliquée dans la
réponse au stress cellulaire (Sharp et al., 1999). En particulier, 'expression de Hsp72 est
majoritairement observée au sein des neurones anorexigénes POMC. Ces lésions
précoces aboutissent a une diminution de 25% du nombre de neurones POMC dans le
noyau arqué, chez des souris ayant été soumises a 8 semaines de régime HFD (Thaler et
al., 2012). De méme, Moraes et ses collaborateurs ont montré que la consommation d’un
régime HFD chez le rat provoque une activation de l'apoptose dans les neurones
hypothalamiques en particulier au sein du noyau arqué (Moraes et al., 2009). Une autre
étude a montré que l'administration par ICV de TNF-oa est suffisante pour induire
'apoptose des neurones hypothalamiques (Choi et al., 2002), suggérant ainsi que les
facteurs inflammatoires peuvent fortement favoriser la mort neuronale au cours de la

neuro inflammation associée a I'excés nutritif.

De méme, il a été montré que linflammation hypothalamique provoque une
dégénérescence neuronale chez la souris (Li et al.,, 2012), et de ce fait peut fortement
impacter les circuits neuronaux clés dans le contréle de 'homéostasie énergétique. La
perturbation de ce remodelage cellulaire par la neuro-inflammation hypothalamique est
aujourd’hui fortement soupgonnée d’étre impliquée dans le développement de I'obésité et
des maladies métaboliques (McNay et al., 2012). En effet, il a clairement été démontré
qu'un régime HFD de court terme peut rapidement affecter la sensibilité centrale a
l'insuline et a la leptine bien avant I'installation de I'obésité (Wang et al., 2011 ; Woods et
al., 2004). Ces résultats suggerent que la neuro-inflammation associée au régime HFD
provoque une altération précoce des circuits neuronaux impliqués dans le contrdle de

’homéostasie énergétique (figure 15).

Par ailleurs, I'inflammation hypothalamique perturbe la neurogénése des cellules souches

multipotentes nichées dans I'hypothalamus, qui peuvent se différencier naturellement en
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neurones in vivo et in vitro (Li et al., 2012). Cette neurogénése de I'hypothalamus adulte
préserverait l'intégrité des cellules impliquées dans le contréle de I'homéostasie
énergétique au cours de la vie (Sousa-Ferreira et al., 2014). En effet, les cellules souches
hypothalamiques issues de souris obéses surproduisent anormalement des cytokines pro-

inflammatoires comme le TNF-a et IL-1b (Li et al., 2012).

Les tanycytes

Les tanycytes sont des cellules gliales spécialisées localisées sur le plancher du troisiéme
ventriculaire dans I'’hypothalamus tubérale. Ce sont des cellules hautement polarisées,
leur corps cellulaire est niché dans les parois du troisieme ventricule alors que leurs
prolongements s’étendent pour se connecter vers les différents noyaux hypothalamiques
(Rodriguez et al., 2005 ; Goodman et al., 2015). Les études des derniéres années
présentent les tanycytes comme des cellules hautement impliquées dans le métabolisme
énergétique. L'équipe de Vincent Prévot a en effet montré que les tanycytes permettent le
transport de la leptine du sang vers I'hypothalamus, a travers la barriere hémato-
encéphalique (Balland et al., 2014). De méme des étudesrécentes montrent que les
tanycytes sont sensibles au glucose et a 'ATP (Frayling et al., 2011 ; Dale et al., 2011).
Par ailleurs, il semble que les tanycytes sont des progéniteurs neuronaux importants dont
la prolifération est modulée par I'alimentation. En effet, la consommation d’un régime HFD
de court terme chez la souris stimule la prolifération des tanycytes et la différenciation
potentielle en neurones (Lee et al., 2012). Toutefois il a été montré qu’une obésité induite
par la consommation d’un régime HFD conduit a une déplétion des cellules progénitrices

dans I'hypothalamus, incluant les tanycytes (figure 16) (McNay et al., 2012).
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Figure 16 : L’impact de [l'inflammation hypothalamique sur les neurocircuits
controlant la balance énergétique et sur les tissus périphériques

L’inflammation hypothalamique est associée a une résistance a la leptine et a l'insuline
des neurones POMC et AgRP de I'ARC. La résistine a ces hormones anorexigénes
provoque une augmentation de la prise alimentaire et une diminution des dépenses
énergétiques. De plus, cette inflammation provoque également une réduction de la
capacité des tanycytes et autres progéniteurs cellulaires a entamer la neurogénese.
L’inflammation hypothalamique altere également le métabolisme hépatique, la sécrétion
pancréatique d’insuline et la thermogénese du tissu adipeux brun.

Valdearcos et al. 2015

Il semblerait que les tanycytes participent également a linflammation hypothalamique
associée au régime HFD et a I'obésité, néanmoins peu d’études existent a ce sujet. Il a
toutefois été montré que I'administration de LPS chez le rat conduit a une augmentation
de l'expression du récepteur TNFR1 dans les tanycytes (Nadeau et al., 1999). Il se

pourrait ainsi que les tanycytes soient réceptifs aux signaux inflammatoires et qu’ils
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puissent contribuer a relayer le message a d’autres régions hypothalamiques. De méme,
on ignore comment les tanycytes localisés dans I'éminence médiane régissent le passage
des nutriments ou des signaux inflammatoires au cours de l'obésité. Toutefois, une
récente étude a montré que la consommation d’'un régime HFD de court terme provoque
une perte rapide de l'organisation structurale des tanycytes nichés dans I'éminence
meédiane, cette altération s’associe a une augmentation de I'expression de cytokines pro-

inflammatoires au sein de 'éminence médiane (Ramalho et al., 2018).

Conséquences fonctionnelles de I'inflammation hypothalamique associée au HFD

Les travaux montrent que l'activation de linflammation au niveau de I'’hypothalamus
médio-basal provoque divers effets néfastes au sein des tissus périphériques (figure 16).
L’inflammation hypothalamique, de fagon tout a fait indépendante du poids corporel, est
associée a une altération de la sécrétion d’insuline par les cellules p pancréatique mais
également a une perte de sensibilit¢ a l'insuline. Cette inflammation hypothalamique
favoriserait également l'installation de I'hypertension (Kang et al., 2009, Calegari et al.,
2011, Purkayastha et al., 2011). Par ailleurs, I'inflammation hypothalamique altérerait la
régulation de la thermogénése (Arruda et al., 2011 ; Arruda et al., 2010) (figure 16). En
effet, on observe qu’'une administration en ICV de TNF-a a faible dose est suffisante pour
induire une diminution de I'expression de genes impliqués dans la thermogénése comme
'UCP-1 (Uncoupling protein 1), alors que ces génes sont surexprimés dans le tissu
adipeux bruns dans des conditions de jelne (Arruda et al.,, 2010). Ces résultats
accentuent d’autant plus le role de chef dorchestre que peut jouer l'inflammation

hypothalamique précoce dans l'installation de I'obésité et des désordres métaboliques.

Ainsi, la neuro-inflammation hypothalamique en favorisant la résistance neuronale a la
leptine et a linsuline, altére le contréle de la balance énergétique. Ces perturbations
favorisent l'augmentation de la prise alimentaire et la diminution des dépenses
énergétiques ce qui est propice a l'installation de I'obésité. Or, 'obésité est associée a une
inflammation chronique qui, a son tour, tel un cercle vicieux, altére la signalisation de
insuline et de la leptine ce qui exacerbe d’autant plus les désordres métaboliques et
'obésité. Dans ce contexte, déchiffrer les mécanismes et les médiateurs a l'origine de
cette neuro-inflammation hypothalamique est primordial. En ce sens, de nombreux
arguments suggerent que la résistine pourrait représenter un sérieux candidat dans la

médiation de l'inflammation associée a I'obésité. Ceux-ci sont exposés dans le chapitre |V,
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dernier de cette introduction.

IV. La résistine : un médiateur
possible de Pinflammation
hypothalamique ?

Présence de la résistine dans le LCR

Nous avons précédemment décrit I'action pro-inflammatoire et insulino-résistante de la
résistine au niveau périphérique. Or, de nombreux arguments émanant d’études menées
durant les derniéres années suggérent un role de la résistine au niveau central, et plus
particuliérement au niveau hypothalamique. En effet, une étude menée par Kos et ses
collaborateurs a montré la présence de la résistine dans le liquide céphalo rachidien (LCR)
chez 'homme (Kos et al., 2007). De plus, il a ét¢ montré que les niveaux circulants de
résistine sont positivement corrélés aux niveaux de résistine dans le LCR, et que le
diabéte de type 2 est associée a une augmentation du niveau de résistine dans le LCR
(Berghoff et al., 2016). Ces résultats suggérent un passage de la résistine a travers la
barriere hémato-encéphalique et, par conséquent, une action possible de cette hormone
au niveau central, qui serait augmentée dans des conditions de diabéte de type 2.
Toutefois, aucune étude n’a déterminé par quel(s) mécanisme(s) ce passage est effectué

ni s’il peut étre régulé dans différentes conditions.

Le cerveau exprime la résistine : zoom sur I’hypothalamus

La résistine est produite de novo par le cerveau de rat, suggérant un role spécifique de
cette expression locale (Wilkinson et al., 2005). De méme, il a été montré, chez la souris,
que la résistine est exprimée par I'hypothalamus, le cortex et I'hippocampe (Morash et al.,
2002 ; Wilkinson et al., 2007 ; Brown et al., 2008). Chez le rat, il a été montré qu’une
Iésion cérébrale traumatique provoque une augmentation de I'expression de TARNm de la
résistine dans le cortex et 'hippocampe (Brown et al., 2008). Ces résultats suggérent que

la résistine pourrait participer a la réponse post-lésionnelle, probablement par des
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mécanismes pro-inflammatoires.

De nombreuses études suggérent que I'hypothalamus est un tissu cible de la résistine.
Des travaux menés en 2005 ont montré pour la premiére fois que la résistine est exprimée
par I'hypothalamus et plus spécifiquement par les noyaux arqué et paraventriculaire
(Tovar et al.,, 2005; Wilkinson et al., 2005). En outre, ces travaux démontrent par
immunohistochimie la présence de la résistine dans les neurones anorexigénes POMC.
Dans ce contexte, une étude a démontré que la résistine peut, au méme titre que la
leptine, activer les neurones POMC hypothalamiques, prétant ainsi a la résistine une
action anorexigeéne (Tovar et al., 2005). Il semblerait que I'activation des neurones POMC
par la résistine confére une action similaire a celle de la leptine puisqu’'une étude a montré
que I'administration de la résistine au niveau central chez le rat provoque une diminution
de la prise alimentaire (Tovar et al., 2005). Par ailleurs, il a été montré qu’une perfusion
centrale de résistine diminue le poids corporel et modifie I'expression d’enzymes
impliquées dans le métabolisme lipidique dans le foie. En effet, 'administration centrale de
résistine a activité la lipogenése au niveau hépatique mais également la synthese
hépatique de cytokines pro inflammatoires, suggérant que la résistine centrale peut
contréler le métabolisme lipidique périphérique et promouvoir I'inflammation dans le foie
(Vazquez et al., 2008). De méme, une étude a montré chez la souris que la résistine
centrale favorise la résistance hépatique a linsuline via l'activation des neurones
orexigénes NPY, et ce via notamment l'induction de I'expression de SOCS-3, régulateur
négatif de la voie de l'insuline, et également celles de cytokines pro-inflammatoires dans le
foie (Singhal, 2007).

Effets centraux de la voie résistine/TLR4

Plus récemment, notre équipe a montré qu'une perfusion de résistine au niveau du
ventricule latéral pendant 14 jours chez le rat induit une résistance a I'insuline au niveau
hypothalamique et périphérique (Benomar et al., 2013). Notre équipe a caractérisé le
récepteur de la résistine ainsi que ses voies de signalisation au niveau hypothalamique
(figure 17). 1l a en effet été montré que la liaison de la résistine sur TLR4 provoque
I'activation de ce dernier et initie la voie Myd88 dépendante. Les voies de signalisation de
TLR4 sont ainsi activées (Akt, ERK1/2, JNK, P38) et aboutissent a la régulation positive
de I'expression de la cytokine pro inflammatoire IL6, et de I'expression des régulateurs
négatifs de la voie de linsuline SOCS3 et PTP1B. Ainsi, I'activation de ces facteurs
prédispose a l'installation de la résistance a linsuline. (Benomar et al. 2013). Ces effets

70



contribuent clairement a la résistance a linsuline induite par le traitement ICV de la
résistine.

Au vue de ses effets centraux, la résistine pourrait représenter un médiateur possible de
linflammation hypothalamique associée a I'obésité. Elle est en effet produite de fagon
proportionnelle a la masse adipeuse chez la souris et fortement stimulée dans des
contextes pro inflammatoires chez 'lhomme. Sa présence dans le LCR laisse fortement
penser que, dans des conditions d’obésité ou la perméabilité de la barriere hémato-
encéphalique est altérée, elle pourrait exercer son action pro-inflammatoire et insulino-
résistante au sein de l'hypothalamus (figure 18). Ce dernier, chef d’orchestre de la
régulation de I'homéostasie énergétique, exprime également la résistine. On ignore
toutefois si le réegime HFD peut moduler positivement cette expression. L’hypothése selon
laquelle la résistine serait un médiateur de l'inflammation hypothalamique n’a jamais été

investiguée dans la littérature et a fait I'objet de cette thése.
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Figure 17 : La voie résistine/TLR4 favorise la résistance a I'insuline au niveau
neuronal
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Benomar et al., 2013
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RESULTATS



CONTEXTE ET OBJECTIFS DE L’ETUDE

La prévalence de I'obésité est en net progres et constitue un probléme majeur de
santé publique. Cette pathologie est d’autant plus dangereuse qu’elle s’accompagne d’un
cluster de désordres métaboliques dont l'inflammation chronique de bas grade et la
résistance a linsuline, principal facteur de risque du diabéte de type 2. Les études,
principalement menées chez les rongeurs, montrent que la consommation d’'un régime
hyper lipidique (HFD) représente la cause majeure qui expose a l'obésité et aux
pathologies qui lui sont associées. L'obésité induite par un régime HFD s’associe en effet
a une inflammation hypothalamique ainsi qu’une altération des circuits neuronaux
régissant le contréle de la balance énergétique, ces altérations sont propices a la prise de
poids et au développement de l'obésité et du diabéte de type 2. Plus récemment, de
nombreuses études ont mis en évidence que la consommation précoce d'un régime HFD,
s’accompagne d’une inflammation hypothalamique transitoire, antérieure a l'installation de
'obésité et a l'inflammation périphérique. Ces résultats suggérent que cette inflammation
hypothalamique précoce constitue une étape critique dans le développement de I'obésité
et des dysfonctions métaboliques qui lui sont associées. Les médiateurs et les voies de
signalisations impliqués dans linstallation de l'inflammation hypothalamique ne sont pas
totalement élucidés. Chez les rongeurs, la résistine est associée a l'inflammation et
insulino résistance en réponse au régime HFD. Les niveaux plasmatiques de cette
adipokine sont significativement augmentés au cours de l'obésité et ses effets pro-
inflammatoires et insulino résistants sont suggérés au niveau périphérique. Bien que
majoritairement produite par le tissu adipeux, I'expression de la résistine a également été
rapportée au niveau hypothalamique chez les rongeurs. Cependant, le role de la résistine
hypothalamique et son mode d’action au niveau central ne sont pas totalement élucidés.
Dans notre laboratoire, nous avons récemment démontré, chez le rat, que la perfusion
chronique centrale de résistine altére fortement la sensibilité a I'insuline de I'hnypothalamus
et des principaux tissus périphériques via I'activation du récepteur TLR4 (Toll-like receptor
4) au niveau hypothalamique (Benomar et al., 2013). Nous avons également mis en
évidence que la résistine centrale favoriserait le développement de l'insulino-résistance via
l'altération de la signalisation de I'adiponectine et du FGF21, deux hormones connues
pour leur propriétés insulino-sensibilisatrices et anti-diabétogénes ; apportant ainsi de
nouveaux arguments en faveur du réle causal de la resistine dans la physiopathologie de
I'IR et du DT2 (Benomar et al., 2016).
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Dans ce contexte, I'objectif de ce travail de thése a été d’étudier l'implication
potentielle de la résistine hypothalamique dans la mise en place de l'inflammation de
'hypothalamus induite par le régime HFD et ses conséquences sur la sensibilité a

l'insuline. Mon travail de thése s’est articulé autour des questions suivantes :

1/ Dans quelles populations cellulaires de I’hypothalamus médio-basal la
résistine est-elle localisée ?

2/ Quel est I'impact du régime HFD a court et a long terme sur I’expression
hypothalamique de la résistine et sur sa distribution cellulaire dans le MBH et ses
conséquences sur l'inflammation hypothalamique et la sensibilité a I'insuline ?

2/ Quel est I'impact direct de la perfusion centrale de résistine sur le
développement de I'inflammation et de la gliose réactionnelle du MBH.

3/ Quel est le role du récepteur TLR4 dans la médiation de I'inflammation du

MBH induite par la perfusion centrale de résistine ?

Pour atteindre nos objectifs, deux protocoles expérimentaux ont été utilisés. Dans
une premiere étude, des souris C57BI6/J ont été soumises a un régime contrdéle ou HFD
pendant 3 jours, 8 jours ou 8 semaines. Le but a été d’établir la cinétique de l'installation
de linflammation et de linsulino-résistance en relation avec I'évolution des niveaux
d’expression de la résistine et de son récepteur TLR4 dans I'hypothalamus medio-basal.
Pour chacun des groupes, un suivi du poids corporel et de la prise alimentaire a été
effectué. Un test de tolérance au glucose et a I'insuline a été réalisé a la fin de la période
de régime. L’inflammation des tissus périphériques a été évaluée par RT-Qpcr.
L’inflammation et la gliose réactionnelle hypothalamique ont été évaluées par
immunohistochimie et RT-Qpcr. L'expression endogéne de Ila résistine dans
I'hypothalamus et sa distribution cellulaire dans I'hypothalamus médiobasal ont été
évaluée par une approche combinant des analyses par hybridation in situ et
immunohistochimie. Dans une deuxiéme étude, des souris C57BI6/J sauvages, et des
souris invalidées pour le récepteur TLR4 (TLR4'/') ont regu une perfusion centrale de
sérum physiologique ou de résistine pendant 3 jours. Le but de ce protocole a étéd’évaluer
l'implication potentielle de la résistine centrale dans le développement de l'inflammation

hypothalamique. Cette étude a également permis d’explorer l'implication du récepteur
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TLR4 dans la médiation des effets pro-inflammatoires de la résistine au niveau
hypothalamique.

Cette étude a fait I'objet d’une publication intitulée «Short- and long- term-HFD
consumption increases resistin mMRNA in hypothalamic tanycytes and POMC
neurons : New regulatory mechanism linking hypothalamic inflammation to insulin

resistance. »en cours de soumissionpour publication.
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ABSTRACT

Objectives: Obesity induced by high-fat (HF) feeding is closely linked to hypothalamic
inflammation and reactive gliosis which constitutes a principal risk factor for insulin resistance and
type 2 diabetes. Nevertheless, the mediators and the underlying mechanisms remain poorly
documented. In this context, the hormone resistin has beendescribed as an important factor linking
obesity-associated inflammation to insulin resistance. Besides it peripheral expression,it has also
been reported that resistin is expressed in the hypothalamus. Herewe aimed to investigate the
regulation of hypothalamic resistin by HFD feeding and its implication in HFD-induced
hypothalamic inflammation and gliosis.

Methods:C57BL6 mice were fed a HFD or a regular chow diet for 3, 8 days and 8 weeks. TLR4
knockout mice and their control littermates were intracerebroventricularly infusedwith resistin for 3
days. Metabolic phenotyping, in situ hybridization / immunohistochemical analyses, and
biochemical analyses were performedto assess the impact of HFD and ICV resistin on the
hypothalamic expression of resistin and the development of hypothalamic inflammation, reactive
gliosis and insulin resistance. Tanycytes primary culture were also used to evaluate the direct
impact of resitin and palmitate treatments on tanycytes inflammation and resistin expression
respectively.

Results: We showthat both Long- and short-term HFD increase hypothalamic endogenous
expression of resistin specifically within tanycytes and POMC neurons of the MBH, which
positively correlates with HFD-induced hypothalamic inflammation, reactive gliosis, glucose
intolerance and insulin resistance. In contrast, there was no resistin expression neither in astrocytes
nor in microglial cells even after HFD exposure.Interestingly, we found that central resistin infusion
promotes reactive gliosis and both hypothalamic and peripheral inflammation. These effects were
completely abolished in TLR4-KO mice. In tanycytes primary culture, prolonged treatment with
palmitate increases resistin mRNA expression. Importantly, resistin overexposure increases
tanycytes inflammation.

Conclusion: Our results suggest a potential role of hypothalamic resistin, especially tanycytes-
derived resistin, in the establishment of hypothalamic inflammation and gliosis induced by both
Long- and short-term HFD.

INTRODUCTION

Obesity is closely linked to chronic low-grade inflammation and insulin resistance, which constitute
principal risk factors for type 2 diabetes [T2D] [1-3]. Numerous studies have identified different
underlying mechanisms connecting diet-induced obesity to inflammation and insulin resistance
through the alteration of common signal pathways. In rodents, the consumption of high fat diet
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[HFD] predisposes to insulin resistance and low-grade inflammation associated to the impairment
of energy homeostasis control [4-6]. These disorders are concomitant with the alteration of
hypothalamic insulin and leptin signaling, considered as the main anorexigenic hormones [7,8].
Additionally, HFD deregulates the hypothalamic neuronal circuitries implicated in the regulation of
energy homeostasis leading to body weight gain, obesity and T2D [9-11]. More recent findings
attributed to hypothalamic inflammation a critical role in the onset of obesity-induced insulin
resistance and inflammation [1,4,12]. It has been also shown that unlike peripheral inflammation,
which occurs as a consequence of obesity, hypothalamic inflammation selectively and rapidly
develops in the hypothalamic arcuate nucleus (ARC) within the first days of HFD exposure. This
hypothalamic inflammation is associated with insulin/leptin resistance and the upregulation of
neuronal injury markers without significant changes of body weight gain [8,11,13]. These data
suggest that hypothalamic inflammation precedes the HFD-induced insulin resistance and the
deregulation of energy homeostasis control. However, the causal relationship linking hypothalamic
inflammation to obesity and insulin resistance remains poorly documented. Recent investigations
reported that hypothalamic inflammation and gliosis may be functionally linked to obesity and
could contribute to obesity-related disorders, such as insulin resistance and T2D [1,12,13]. Indeed,
growing evidences suggest a critical role of hypothalamic resident glial cells in the development
and progression of metabolic disorders [interglial crosstalk]. These reports revealed that HFD-
induced inflammation activates astrocytes and microglia leading to the augmentation of
proinflammatory mediators(ie. Cytokines, chemokines, reactive oxygene species...) thatpromotes
hypothalamic inflammation [13,14]. It is well known that HFD increases circulating levels of
deleterious adipokines and proinflammatory cytokines originated from the adipose tissue that are
largely implicated in peripheral and central inflammation [3,15]. Among these adipokines, resistin,
a cysteine-rich polypeptide secreted by adipose tissue in rodents and by macrophages in humans
[16,17], is described as an hormone linking obesity to insulin resistance and type 2 diabetes [18-22].
Indeed, several studies reported that plasma resistin levels are positively correlated to adipose tissue
mass [23-26] and resistin treatments impair glucose homeostasis leading to insulin resistance [27-
29]. Conversely, deletion of the resistin gene or infusion of resistin antibodies or antisense
oligonucleotides improves insulin responsiveness [17,30-32]. Resistin also modulates the synthesis
and secretion of key pro-inflammatory cytokines such as TNF-o, IL-6 and IL-12 by macrophages
via nuclear factor-yB (NF-B) -dependent pathways contributing to alterations of peripheral insulin
signaling pathways [17, 19, 33,34,36,37]. In humans, recent studies have also closely linked resistin
to insulin resistance, atherosclerosis, and inflammation [38-40]. Beside to its peripheral actions,
resistin impairs glucose and lipid metabolism as well as liver insulin responsiveness through a
direct effect in the brain [41-44]. In this context, we have recently demonstrated that central resistin
through the binding to hypothalamic TLR4 induces both hypothalamic and peripheral insulin
signaling [45]. We have also characterized a novel mechanism of insulin resistance orchestrated by
hypothalamic resistin/TLR4 pathway that impairs adiponectin signaling and promotes FGF21
resistance [46]. These findings strongly highlights the crucial role of hypothalamic resistin in the
onset whole body insulin resistance. It is now clearly established that resistin is expressed in non-
adipose tissue such as monocytes and macrophages [22] implying a role in inflammatory response.
Resistin is also expressed in the hypothalamus [47]. However, the specific role of hypothalamic
resistin remains unknown especially its implication in HFD-induced hypothalamic inflammation
and its regulation by diet. Moreover, the cell types and hypothalamic nuclei expressing resistin as
well as the impact of chronic or acute HFD exposure on hypothalamic resistin are unknown.
In the present study we report for the first time that HFD-induced hypothalamic inflammation is
associated with a significant increase of resistin expression in tanycytes and neurons of medio-basal
hypothalamus [MBH]. Additionally, we show that ICV resistin markedly increases inflammatory
markers in the hypothalamic arcuate nucleus and adjacent median eminence in association with
reactive gliosis involving recruitment of both microglia and astrocytes. We also report that the
knockdown of TLR4 almost completely abolished resistin-dependent hypothalamic inflammation
and reactive gliosis. Altogether, these data indicate that hypothalamic resistin/TLR4 pathway could
play an important role in the molecular alterations underlying short-term HFD-induced
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hypothalamic inflammation, and support the hypothesis that central resistin may constitute a key
player in the interplay between hypothalamic inflammation, insulin resistance and related neuronal
and metabolic dysfunctions.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Adult male C57BL/6J mice (Janvier Laboratories), and TLR4 knockout (TLR4-/-) mice (The
Jackson Laboratory, ME, USA) with the same genetic background (TAAM-UPS44; CNRS, Orleans,
France) were housed individually in a temperature-controlled environment with a 12-h light/12-h
dark cycle and unrestricted access to water and standard diet (SAFE, Augy, France). All
experimental procedures were performed according to the institutional guidelines of laboratory
animal care and approved by the governmental commission of animal research.

Short and long term high-fat-diet feeding

Adult male C57BL/6J mice were fed with chow (19,6% protein,11,9% lipids, 68,5% carbohydrates)
or High-fat-diet (HFD 235, 15,5% proteins 46% lipids 38,5% carbohydrates ; Safe) for 3 days, 8
days or 8 weeks. Body weight and food intake were measured daily. At the end of the experiment
period, mice were subjected to glucose and/or insulin tolerance tests in order to assess whole body
insulin sensitivity. Then, tissues were manually collected and immediately frozen into liquid
nitrogen and conserved at -80°C. Brains were fixed overnight into 4% Paraformaldehyde/PBS
solution and then placed into 20% sucrose/PBS solution for 48 hours. Brains were then frozen in -
40°C cooled solution of isopentane and then conserved at -80°C.

Chronic Intracerebroventricular Infusion of Resistin

Adult male C57BL/6J mice (27-32g) and TLR-4 knockout mice (Jackson Laboratories) were
treated with resistin or vehicle via intracerebroventricular infusion during 3 days. Briefly, mini-
osmotic pumps (model 2002; Alzet, Charles River, L’Arbresle, France) were implanted under
ketamine (150mg/kg; Vibrac, Lyon, France) xylazine (5mg/kg; Rompun; Bayer) anesthesia. Brain
infusion cannulas were stereotaxically placed into the lateral brain ventricle. The osmotic pumps
were housed in a subcutaneous pocket on the dorsal surface of the animal. The mice were then
infused with either vehicle or resistin (1.2ng/12pl/day; pumping rate 0.5uL/h) for 3 days. At the
end of the experimental period, the hypothalami were manually dissected and immediately frozen
into liquid nitrogen and conserved at —80°C.

Immunohistochemistry

After fixation-perfusion with 4% paraformaldehyde/PBS, frozen sections in the coronal plane
through the mouse hypothalamus were processed for Ibal, Gfap in order to assess reactive gliosis.
Moreover, antibodies targeted against Resistin, Vimentin, Hsp72 and NeuN, were used using
standard immunohistochemical procedures. Briefly, sections were first incubated with 50 mM
NH4CI for 20 min and were blocked/permeabilized with a solution containing 0.1% Triton X-100,
0.2% Fish Gelatin, 2% normal donkey serum for 1 h at room temperature. Then, sections were
incubated overnight at 4°C with either rabbit anti-ibal (1:2000; Cell Signaling Technology), mouse
anti-Gfap (1:500; Millipore), rat anti-cd68 (1:500, Biorad), rabbit anti-resistin (1:400, Abcam)
chicken anti-vimentin (1:1000, Millipore), mouse anti-hsp72 (1:50 Enzo) or, mouse anti-TLR4
(1:400, Santa Cruz) mouse anti-NeuN (1:1000, millipore) antibodies. Immunofluorescence was
performed with a combination of Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 568, or Alexa Fluor 647 labeled
anti-mouse, anti-rabbit or anti-chicken (1:400; Invitrogen) and DAPI (Sigma-Aldrich) in order to
identify cell nuclei. Images were captured on a Zeiss LSM-700 confocal microscope. Quantification
of staining intensity was performed in a blinded fashion using ImageJ. Both sides of bilateral
structures of the ARC were quantified on 3 slides per animal, and replicate values from each animal
were individually averaged. Microglia activation score was determined using qualitative analysis. A
value between 0 and 5 based on the observed morphology of microglia was assigned in a blinded
fashion. 0 was attributed to ARC with 100% of resting microglia. 1 was attributed to ARC with less
than 50% of mildly activated microglia; mildly activated microglia is characterized by
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increasedthickness and decreased lengthening of processes. 2 was attributed to ARC with more than
50% of mildly activated microglia. 3 was attributed to ARC with less than 50% of bushy microglia.
Bushy microglia are characterized by enlarged cell body and swollen and short processes. 4 was
attributed to ARC with more than 50% of bushy microglia. 5 was attributed to ARC with the
presence of amoeboid microglia. Amoeboid microglia are characterized by a typical shape: no more
processes and a larger cell body.
Combined in-situ hybridization and Immunohistochemistry
In situ hybridization of resistin mRNA was performed with fluorescent detection of either microglia,
astrocytes, tanycytes or POMC neurons using respectively Ibal, Gfap, Vimentin or POMC
antibodies following Manuel E. Lopez, 2014 protocol. Briefly, a total of 200 ng/mL of purified
DIG-labeled resistin-RNA probe was hybridized to 20 um thick vibratome tissue sections.
Hybridization was performed at 60°C for 16 h in hybridization solution: 50% formamide, 5x SSC,
0.1% Tween-20, 500 pg/mL tRNA, 500ug/mL salmon sperm DNA, 50 pg/mL Heparin salt, and 0.5%
SDS. Washes were done at 60°C for 15 min using hybridization buffer followed by 5x SCC and
0.2x SSC buffers with 0.1% Tween-20 (Sigma). Afterwards, brain sections were
blocked/permeabilized with a solution containing 0.1% Triton X-100, 0.2% Fish Gelatin, 2%
normal donkey serum for 1 h at room temperature. Anti-Digoxigenin-AP and primary antibodies
was diluted in blocking/permeabilization solution and incubated overnight. The NBT/BCIP reaction
was then performed as commercially directed (Roche) and stopped with stop buffer (10 mM Tris-
HCI (pH 8.0) 1 mM EDTA 0.01% Tween-20). Images were captured on a Zeiss LSM-700 confocal
microscope. Quantification was performed in a blinded fashion on anatomically matched brain
regions identified in x20 images. Both sides of bilateral structures of the hypothalamic nuclei were
counted on 3 slides per animal, and replicate values from each animal were individually averaged.
RNA extraction from mice tissues and quantitative real-time RT-PCR
Frozen tissues samples were homogenized with Precellys 24/Cryolys apparatus, and total RNA was
extracted using TRIzol LS reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s recommendations.
RNA concentration and purity were measured using a NanoDrop ND1000 spectrophotometer
(ThermoFisher Scientific) 1 pg of total RNA was subjected to reverse transcriptase and then to
quantitative PCR analysis using specific primer pairs that target Bactin sense
5’TGAGAGGGAAATCGTGCGTGAC antisense 3’GCTCGTTGCCAATAGTGATGACC, Cdl1b
sense 5S’GGTGCTCTTGGCTCTCATCA antisense 3’AGGTGGGGCGTCTTGG, CD68 sense
5’GGGGCTCTTGGGAACTACA antisense 3> GAGAGAGACAGGTGGGGATG, EMRI sense
5’ATACCCTCCAGCACATCCAG antisense 3° CCATCTCCCATCCTCCACAT, GFAP sense
5’AAGAGACAGAGGAGTGGTATCGG antisense 3> GCTTCGTGCTTGGCTTGGC , ICAM 1
sense 5 GACACCCCTGACCTCCTG antisense 3> CTGCTGGTTTGTGCTCTCCTG, IL1B sense
5> GCCTCGTGCTGTCGG antisense 3 TGTCGTTGCTTGGTTCTCCT, IL6 sense 5’
GCCTTCTTGGGACTGATGCTGGT antisense 3° TCCTCTGTGAAGTCTCCTCTCCG, NFKB
sense 5° ACAGATGGGCTACACAGAGG antisense 3° GTGGAGGAAGACGAGAGAGQG,
SOCS3 sense 5 CCAGCTCCAGCTTCTTTCAAGTG antisense 3
GAGAGTCCGCTTGTCAAAGGTATTG, PTPIB sense 5° CTCTTCTCCAGCCACCAGT
antisense 3> CCACCATCCGTCTCCTAACT, TLR4 sense 5° CTGGGGAGGCACATCTTCTGG
antisense 3° TGCCGTTTCTTGTTCTTCCTCTGCT, IBA1 sense 5> GAAAGGGGAAGTGTGAG
A antisense 3° TGGCTCATGGCTCCTCA G. The PCR is performed in the Step One apparatus
(Applied Biosystems), using Fast SYBR Green Master Mix (Ozyme, Saint-Quentin-en-Yvelinne,
France). A ratio of specific mRNA/B-actin mRNA amplification was calculated to normalize the
expression levels.
Primary culture of rats tanycytes stimulation
Primary culture of rats tanycytes cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Life
Technologies) supplemented with 4,5g/L. glucose, 10% SVF, 1% l-glutamine and 1%
penicillin/streptomycin. Serum-starved cells were incubated in serum-free Dulbecco’s modified
Eagle’s medium for 48h, and then incubated with or without resistin (300ng/mL) (Abcam, Paris,
France) for 4h or 20min, or with or without Palmitate (0.5mM) for 16h. Cells were then washed
twice with ice-cold PBS prior to protein or RNA extraction using adequate buffers and protocols as
80



previously described (Benomar et al., 2013) .

Gene silencing using Small Interfering RNA

A day before the experiment, primary culture of rats tanycytes cells were grown in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (Life Technologies) supplemented with 4,5g/L. glucose, 10% SVF, 1% I-
glutamine but without penicillin/streptomycin. A pool of specific small interfering RNA (siRNA)
duplexes targeting TLR4 genes and control siRNA were purchased from ThermoFisher Scientific
(Villebon-sur-Yvette, France). Transfection of siRNAs was performed using lipofectamine 2000
transfection reagent (Invitrogen).

RNA extraction from primary culture of rats tanycytes and quantitative real-time RT-PCR
At the end of each treatment, cells were incubated with Trizol LS Reagent (invitrogen) and RNA
was extracted according to the manufacturer’s recommandations. RNA concentration and purity
were measured using a NanoDrop ND1000 spectrophotometer (ThermoFisher Scientific). Then, 1
ug of total RNA was subjected to reverse transcriptase and then to quantitative PCR analysis using
specific primer pairs that target 18S sense 5’TCCCCGAGAAGTTTCAGCACATCC antisense
3’CTTCCCATCCTTCACGTCCTTCTG, IL-6 sense 5’GTTGCCTTCTTGGGACTGATGTTGT
antisense 3’ ACTGGTCTGTTGTGGGTGGTATCC, IL-1b sense
5S’AAAAATGCCTCGTGCTGTCT antisense 3’TCGTTGCTTGTCTCTCCTTGT, TNF-alpha
sense S’CTCATTCCTGCTCGTGGCGG antisense 3’CCGCTTGGTGGTTTGCTACGA, NFkB
sense 5’GCGACAGATGGGCTACACAGAGG antisense 3’ TGGAGGAGGACGAGAGAGGCA,
Resistin sense 5’CCCAGAAGGCACAACG antisense 3’ TCAGGAACCAACCCGCAG.

Western blot analysis

Protein lysates from rats primary culture of tanycytes cells were prepared and analyzed by Western
blot. Total protein extracts were separated in SDS-PAGE, using 8% gels. Then, protein samples
were transferred to PVDF membrane (Millipore). The membranes were blocked with 5% BSA in
Tris-buffered saline containing 0.1% Tween20 for 1h at room temperature and then incubated
overnight with the primary antibodies at 4°C. Primary antibodies were used according to
manufacturers’ recommendations and all antibodies were from Cell Signaling Technology: phospho
(p)-AKT (serd73), phospho-(p)-erk1/2. Blots were then incubated with secondary mouse or rabbit
antibodies coupled to horseradish peroxidase for 1h at room temperature. Chemiluminescence
signal was developed using a Western Bright ECL kit (Advansta Ins., CA, USA). The blots were
finally scanned using the Carestream Molecular Imaging System 4000MM PRO (Carestream
Health Inc., CT, USA). Semi-quantitative analysis of the relative density of the bands in Western
blots was performed using Carestream software. The protein expression levels were normalized to
B-actine expression.

Data analysis and statistics

Statiscal analysis was performed using ANOVA and Fisher post hoc test to detect significant
intergroup differences. Dare are presented as meantSEM. P value <0,05 was considered
statistically significant.

RESULTS

Long-term HFD (LT-HFD) induces hypothalamic inflammation and gliosis, and impairs
whole body insulin sensitivity.

To determine whether long-term HFD affects hypothalamic inflammation and whole body insulin
sensitivity, 8 week old male C57BL/6J mice were fed normal chow diet (NCD) or a HFD (LT-HFD)
for 8 weeks. LT-HFD mice exhibited higher body weight gain, fat mass and energy intake as
compared to NCD mice without significant change in energy intake (Fig 1 a-d). LT-HFD decreased
plasma levels of adiponectin and increased those of leptin, resistin and insulin (Fig 1 e-h). Using
glucose and insulin tolerance tests, we show that LT-HFD mice are intolerant to both glucose and
insulin as compared to NCD mice (Fig 1i, 1j). To investigate the impact of HFD on insulin
signaling,we have measured the expression of two well known negative regulators insulin signaling
SOCS3 and PTP-1B in liver, muscle and the hypothalamus. We show that SOCS3 is up-regulated in
liver (fig 11), muscle (fig 1n) and the hypothalamus (fig 1p) of LT-HFD mice whereas PTP-1B
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expression was not affected. We have also measured the mRNA expression levels of several
proinflammatory markers. We show that LT-HFD increased the liver expression of IL6, TNFa,
IL1B and TLR4 (fig 1k), and the muscle IL6, IL1J and TLR4 (fig Im). In the hypothalamus, we
found that LT-HFD increased the expression of IL1B, TNFa, NFxb and TLR4 (Fig 1o). To
determine whether the augmentation of neuroinflammation markers in the hypothalamus are
associated with activation of both microglia cells astrocytes, we performed we used IHC approach
using specific markers of microglia (ibal) and astrocytes (GFAP). IHC analyses revealed that LT-
HFD increases the microglial cell activation as evidenced by shape change and microglia activation
score (fig 2a, 2b, 2¢ and 2e¢) in the hypothalamic ARC, VMH and DMH nuclei. Smilarly, GFAP
staining was significantly increased in LT-HFD mice as compared to NCD mice (fig 2a, 2b, 2d).
These data are confirmed by the significant increase at the mRNA levels of microglia-specific
markers (CD68, Emrl and Ibal) and astrocyte-specific (GFAP) in the hypothalamus of LT-HFD
mice (fig 2f).

We have also studied the impact of LT-HFD on reactive gliosis known as brain response to
neuronal injury, and in this purpose we measured the hypothalamic expression of Hsp72 known as
marker of neuronal injury. We show that Hsp72 expression as evidenced by IHC is significantly
increased in LT-HFD mice as compared to NCD mice (fig. 2g, 2h). In the hypothalamic arcuate
nucleus Hsp72 is expressed in POMC neurons as evidenced by the col-localization of POMC and
Hsp72 immunostainings (fig. 2g). Furthermore, both POMC and Hsp72 stainings are increased in
LT-HFD mice (fig. 2h, 2i).

Chronic HFD increases the endogenous expression of resistin in the hypothalamus.

To investigate whether LT-HFD modulates hypothalamic resistin expression, we measured resistin
mRNA expression using ISH in hypothalamic ARC, DMH and VMH nuclei. We show that LT-
HFD mice exhibit a significant augmentation of resistin expression in hypothalamic nuclei (fig. 2i
and 2m). Furthermore, we focused on hypothamic ARC nucleus, where we show a good correlation
between resistin mRNA and protein expression with a signigficant increase in LT-HFD mice as
compared to NCD mice (fig 2k, 21). Indeed, the quantification of resistin mRNA and protein
labeling show a 4-fold and 10-fold increase in LT-HFD, respectively (fig. 2m, 2n).

Next we examined the cellular localization of resistin mRNA (ISH) within the hypothalamus to
identify the hypothalamic cell types expressing resistin. We have focused on the MBH, known to be
crucial for the regulation of feeding behavior and energy metabolism. Dual staining using resistin-
specific riboprobe and specific markers of tanycytes (anti-vimentin) and POMC neurons, revealed a
marked resistin staining in tanycytes and arcuate POMC neurons (fig. 3a and 3b). Furthermore, the
co-localization of resistin mRNA with both vimentin and POMC stainings is strongly increased in
LT-HFD mice compared to NDC mice (fig 3a and 3b). In contrast, resistin mRNA was not detected,
even in LT-HFD mice, neither in astrocytes nor in microglia cells as evidenced by GFAP and Ibal
immunostaing (fig 3 ¢ and 3d).

To investigate whether LT-HFD increased neuronal injury marker Hsp72 in POMC neurons
expressing resistin, we co-localized Hsp72 and POMC immunostaing with resistin ISH staining.
We show that LT-HFD significantly increased HSP2 staining and resistin expression in POMC
neurons (fig. 3e-3h).

Resistin induces tanycytes inflammation through TLR4 receptor.

Having previously established that resistin exerts its effects through TLR4 receptor, we therefore
examined their potential co-localization in the MBH. Immunostaining of resistin and TLR4revealed
that cells within the MBH expressed both resistin and TLR4, with a specific staining of both
markers in tanycytes (fig 4a). We have also showed that LT-HFD increased both TLR4 and resistin
and their co-localization as compared to NCD mice (fig 4a, 4b).

As shown in figure 4, tanycytes express both resistin and its receptor TLR4, this expression
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significantly increases in LT-HFD mice. Thus, to further investigate resistin/TLR4-signaling
pathway in tanycytes we have used tanycyte primary culture prepared from rat hypothalamus. We
show that resistin increases p-ERK1/2 phosphorylation (fig 4c). Resistin-induced p-ERK1/2 and
Akt phosphorylation is completely abolished in tanycytes lacking TLR4 (siTLR4) (fig. 4d, 4e and
41). Next, we examined the impact of resistin overexposure on the expression of inflammatory
markers in tanycytes. Resistin significantly increases the expression of IL1B, TNFa and NfkB,
whereas L6 expression was not affected (fig 4 g). Having established that LT-HFD increased
resistin expression in hypothalamic tanycytes (fig. 4a and 4b), we examined whether prolonged
treatment with palmitate, a saturated fatty acid, affects resistin expression in cultured tanycytes. We
show that palmitate overexposure (16 hours) significantly increases resistin mRNA expression (fig
4h).

Short-term HFD (ST-HFD) induces hypothalamic inflammation and gliosis and impairs
whole body insulin sensitivity.

To further explore whether ST-HFD affects hypothalamic inflammation and insulin sensitivity, 8-
week old male C57BL/6J mice were fed normal chow diet (NCD) or a HFD for 3 (ST-HFD-3d) or 8
(ST-HFD-8d) days. We show that ST-HFD-8d mice exhibit lower energy intake as compared to
NCD and ST-HFD-3d mice (fig. 5a). The body weight gain is not affected by ST-HFD (fig. 5b).
Subcutaneous adipose tissue mass is significantly increased in ST-HFD mice as compared to NCD
mice (fig. 5c), whereas visceral adipose tissue mass is not affected by ST-HFD (fig. 5d).

We next measured the impact of ST-HFD on glucose tolerance. The glucose tolerance test revealed
that ST-HFD-3d and ST-HFD-8d are intolerant to glucose as compared to NCD mice (fig 5¢). This
is associated with increased plasma levels of both glucose (fig. 5f) and insulin (fig. 5g) indicating
the onset of systemic insulin resistance. Further, we explored the impact of ST-HFD on both
peripheral and hypothalamic inflammation. We show that TNFa, NFxb and IL1[ expression were
not affected by ST-HFD in liver (fig. 51). In muscle, IL1f is significantly increased in ST-HFD-8d
and the other investigated markers were not affected (fig. Sh).

In the hypothalamic arcuate nucleus, immunohistochemical analyses, using specific markers of
microglia (Ibal) and astrocytes (GFAP), show a significant increase of both Ibal and GFAP
staining in the MBH of ST-HFD-3d and ST-HFD-8d mice as compared to NCD mice (Fig 5j). This
increase was evidenced by the significant increase of microglia acticvation score (fig Sk) and GFAP
staining intensity (fig 51). To investigate whether the activation of microglia is associated to an
augmentation of resistin mRNA expression, we performed ISH in ST-HFD-3d and ST-HFD-8d. We
show a transient significant increase of resistin expression in ST-HFD-3d that decreases in ST-
HFD-8d to be similar to that measured in NCD mice (fig. 5j and 5m). In contrast to resistin
expression, we found that ST-HFD-8d but not ST-HFD-3d mice exhibit a higer expression of
proinflammatory genes IL-6, TNFa and NFkB, associated with a significant upregulation of
microglial markers Ibal, CD68, Cd11b, Icam-1 and the astrocyte gene marker GFAP, in addition to
SOCS3 the negative regulator of insulin signaling (fig 5n).

ST-HFD-3d increases resistin expression in POMC neurons and tanycytes in arcuate nucleus
of the hypothalamus.

To identify the hypothalamic cell types expressing resistin mRNA, we colocalized resistin ISH
staining and [HC staining for POMC neurons (POMC marker) and tanycytes (Vimentin marker).
We show a strong increase of resistin expression in both tanycytes and POMC neurons within the
arcuate nucleus of ST-HFD-3d mice (Fig 6a and 6b), this augmentation is quantified and expressed
as the percent of POMC neurons or tanycytes expressing resistin (fig. 6e and 6f). We also studied
the effect of ST-HFD on resistin expression in microglia cells and astrocytes. Similarly to LT-HFD
mice, resistin expression does not co-localized with Ibal (fig. 6¢) or GFAP (fig. 6d) indicating that
microglia cells and astrocytes do not express resistin.
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Central resistin infusion promotes hypothalamic inflammation and reactive gliosis through
TLR4 (Fig 9).

To test whether direct injection of resistin in the brain is able to modulate hypothalamic
inflammation and reactive gliosis, we infused recombinant human resistin in the lateral cerebral
ventricle (intracerebroventricular resistin infusion, ICV-resistin) of C57BL6 mice for 3 days.
Immunohistochemical analyses revealed a marked increase of both Ibal and GFAP staining in the
MBH of ICV resistin-treated mice (fig. 7a). This is mirrored by changes in microglia morphology
indicative of microglial activation (Fig 7a, see insert). Paralelly, we show that resistin ICV infusion
increases hypothalamic gene expression of key proinflammatory (/L-6, TNFo and ILI-f) and
gliosis(Cd68, Emrl, Icam-1, Iba-1 and GFAP) markers (fig. 7b). We next assessed whether resistin
effects on hypothalamic neuroinflammation and gliosis aremediated by TLR4. We show that
resistin-induced inflammation and gliosis effectsare completely abolished in the hypothalamus of
TLR4" mice (fig 7c) as well as the changes in microglia cells’ shape that mirror their activation (fig
7a). Furthermore, we investigated whether central resistin infusion could contribute to peripheral
inflammation. We show that resistin ICV treatment upregulated IL6, TNFa and IL1 in the liver
and muscle, and these effects are completely abolished in TLR4™ mice (fig 7d, 7e, 71, 7). To
determine whether these effects are strictly attributed to the resistin administred by ICV, we have

measured resistin plasma levels. We show that resistin ICV did not affect resistin plasma levels (fig
7h).

DISCUSSION

Despite the increasing number of reports concerning the causal relationship between HFD-induced
metabolic disorders and hypothalamic inflammation, the underlying mechanisms as well as the
implicated hypothalamic cell types remain poorly documented. Furthermore, the HFD consumption
seems to induce different responses depending upon the time of exposure differentiating then acute
from chronic HFD-induced disorders. Resistin is among the hormones that have been suggested to
be implicated in HFD-induced hypothalamic inflammation and insulin resistance [42,45,46].
Besides its peripheral expression by adipose tissue and immune cells, resistin is also expressed in
the hypothalamus of rodents [47]. Nevertheless, the precise role of hypothalamic resistin as well as
its regulation by HFD feeding remain unknown. In the present study we show, for the first time,
that both acute and chronic consumption of HFD markedly increased resistin mRNA expression in
the hypothalamic tanycytes and POMC neurons concomitant to hypothalamic inflammation and
neuronal injury. This is accompanied by peripheral inflammation and insulin resistance.
Additionally, ICV resistin significantly increased inflammatory markers in the hypothalamic
arcuate nucleus and adjacent median eminence in association with reactive gliosis involving
recruitment of both microglia and astrocytes. We also report that the knockdown of TLR4 abolished
resistin-induced hypothalamic inflammation and gliosis, insulin resistance and peripheral tissues’
inflammation.

It is now recognized that HFD-induced obesity promotes several metabolic disorders including
insulin resistance and T2D that are associated to the augmentation of systemic pro-inflammatory
factors [10,48]. Indeed, many published data indicate that HFD-induced low-grade inflammation
constitutes a key component of obesity-associated insulin resistance and metabolic dysfunctions [3-
5]. In Agreement with these findings, our study demonstrates that long-term consumption of HFD
increases body weight and fat mass. This is accompanied with a marked decrease of the circulating
levels of the insulin-sensitizing hormone adiponectin and as expected significant augmentation of
plasma levels of resistin, leptin and insulin evidencing an insulin resistant state also reflected by
both glucose and insulin intolerance of LT-HFD mice. This is corroborated by the upregulation of
the negative regulators of insulin signaling SOCS3 in liver, muscle and the hypothalamus.
Additionally, we found that LT-HFD markedly increases gene expression of several
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proinflammatory markers both in the liver and the muscle exacerbating insulin resistance in
accordance with previously published data [49,50]. Besides the deleterious peripheral effects, HFD
triggers inflammatory responses in the hypothalamus [1,12,13,51-53]. In agreement with these
studies, we show that LT-HFD increased the hypothalamic expression of key proinflammatory
markers including TNFa, IL1J3, NFkB, and TLR4. Hypothalamic glial cells, particularly astrocytes
and microglia, have gained particular attention for their critical involvement in the development and
the progression of metabolic disorders in the context of diet induced obesity. Indeed, HFD induces
microglia and astrocytes activation leading to hypothalamic inflammation and subsequent neuronal
dysfunctions contributing then to the onset metabolic disorders [14]. Here, we report that LT-HFD
mice exhibit a marked augmentation of hypothalamic microglia and astrocyte specific markers
revealing microgliosis and astrogliosis in MBH as also reported by Thaler et al. [1]. Interestingly,
we found that both VMH and DMH, two hypothalamic nuclei critically involved in the regulation
of energy balance, also exhibit reactive gliosis as evidenced by a significant increase in the area
covered by GFAP-positive astrocytes and Ibal-positive microglia in association with microglia
morphological changes. This is consistent with recent studies documenting that HFD-induced
reactive gliosis may also occur outside the MBH notably in the PVN nucleus [54,55]. The effects of
HFD consumption could be attributed, at least in part, to the augmentation of circulating levels of
deleterious adipokines and proinflammatory cytokines originated from the adipose tissue[2-4].
Among these adipokines, resistin is considered as a potential link between obesity and insulin
resistance/T2D [8,19,20]. This postulate is based on several data showing that plasma resistin levels
are positively correlated to adipose tissue mass[23-26] and resistin treatment induced insulin
resistance at the peripheral and hypothalamic levels [27-29,45,46]. So far resistin expression in the
periphery has been extensively investigated whereas the brain resistin expression has attracted few
attentions despite some studies reporting resistin expression in rodent hypothalamus [47].
Moreover, the role and the regulation of hypothalamic resistin expression are not documented,
because the hypothalamic cell types expressing resistin are not yet characterized as well as their
involvement in the hypothalamic inflammation. Here we show that LT-HFD consumption increases
hypothalamic resistin mRNA expression especially within ARC, VMH and DMH hypothalamic
nuclei. By focusing on MBH, we clearly show that resistin is strongly expressed in tanycytes and
POMC neurons in response to LT-HFD, whereas astrocytes and microglia cells do not express
resistin. Furthermore, the expression of resistin in the MBH 1is associated with neuronal injury as
evidenced by the augmentation of Hsp72 immunostaining in cells expressing resistin in response to
LT-HFD. These findings demonstrate that LT-HFD strongly increases hypothalamic inflammation
associated to insulin resistance and increases resistin expression in tanycytes and POMC neurons
that are respectively implicated in the transport [sensing] of metabolites and hormones from
cerebrospinal fluid to the hypothalamus, and in the regulation of energy homeostasis [56,57].
Importantly, using primary culture of tanycytes we clearly show that resistin increases the
expression of pro-inflammatory factors and this effect is TLR4-dependent. In addition, the
overexposure of tanycytes to palmitate induces resistin expression. Thus, we demonstrate that
resistin is able to directly increase tanycyte inflammation and that saturated fatty acids increase
tanycyte resistin expression, this may alter tanycyte functions including their role in hormonal and
energy uptake towards the hypothalamus as reported for leptin uptake [58]. This could also
constitute an important mechanism underlying the HFD-induced impairment of the structural
organization of B-tanycytes which are involved in maintaining the blood brain barrier integrity [59].
These changes have been found in response to LT-HFD, we also investigated the impact of ST-
HFD on these events to see whether they develop early to initiate hypothalamic inflammation and
subsequent metabolic disorders. Indeed, it has been reported that hypothalamic inflammation
acutely develops within the first days of HFD contributing to insulin resistance and neuronal
injuries [2,5,13]. These data highlight that hypothalamic inflammation may be a key component of
the early onset of both neuronal and metabolic dysfunctions induced by HFD consumption [1,4,12],
but nevertheless the implicated signaling pathways were not identified. As previously reported, we
show that ST-HFD affects glucose and insulin tolerance associated with increased plasma levels of
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insulin and glucose evidencing an insulin-resistant state. Importantly, ST-HFD-3d and ST-HFD-8d
strongly increase gliosis evidenced by activated microglia cells and increased astrocyte
immunostaining. These changes are accompanied by a transient increase of resistin mRNA in the
MBH of ST-HDT-3d mice but not in ST-HFD-8d mice. The rapid upregulation of resistin gene
expression in ST-HFD-3d mice suggests that resistin expression is rapidly induced to initiate MBH
microglia activation that corresponds to the immune response to dietary excess, and then declines
once this immunologic response initiated. However, when the mice were chronically fed with HFD,
probably other mechanisms are implicated in the up-regulation of resistin in MBH notably sustained
high levels of circulating saturate fatty acids as well as circulating proinflammatory cytokines
originated from the periphery. It is also noteworthy, that the transient expression of resistin is
located in tanycytes and POMC neurons as described in LT-HFD mice.

Consistent with our data demonstrating a positive correlation between hypothalamic resistin
expression and inflammation in HFD mice, we investigated the direct effect of resistin in the
hypothalamus through ICV injections. We show that ICV infusion of resistin for 3 days markedly
increased hypothalamic gene expression of key proinflammatory markers (i.e., IL-6, TNFa and IL1-
p)in association with a significant upregulation of the hypothalamic levels of gliosis markers (i.e.,
Cd68, Emrl, Icam-1, Iba-1 and GFAP). Accordingly, resistin-treated mice showed a marked
increase of both Ibal and GFAP staining in the MBH associated with significant changes in
microglia morphology as a sign of MBH reactive gliosis. In peripheral tissues, ICV resistin
treatment induces both liver and muscle inflammation as evidenced by the upregulation of key
proinflammatory markers (i.e., /L-6, TNFa and ILI-f). Interestingly we show that resistin ICV
infusion did not affect the circulating levels of resistin suggesting an indirect action of resistin in
peripheral tissues which is probably driven through vagal connections as previously suggested
[42,45,46]. Furthermore, we demonstrate that resistin-dependent MBH gliosis and both
hypothalamic and peripheral inflammation was completely abolished in TLR4-KO mice presenting
further evidence for the critical role of TLR4 in mediating resistin actions.

In summary our findings demonstrate for the first time that both acute and chronic consumption of
HFD increase hypothalamic endogenous expression of resistin especially within tanycytes and
POMC neurons of the MBH, which positively correlates with HFD-induced hypothalamic
inflammation. Interestingly, central resistin infusion promotes both hypothalamic inflammation and
reactive gliosis through the activation of TLR4. These data suggest that, both tanycytes- and
neurons-derived resistin may be a potential contributor of HFD-induced hypothalamic notably
through their interaction with astrocytes and microglial cells. Therefore, further investigations are
needed to establish the direct association between hypothalamic resistin levels, hypothalamic
inflammation and related neuronal and metabolic dysfunctions in HFD fed mice.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1 : Long-term HFD induces hypothalamic inflammation and gliosis and impairs whole
body insulin sensitivity

Male C57BL/6 mice were fed with chow diet or HFD for 8 weeks. Energy intake (a) and body
weight gain (b) were measured daily. Visceral white adipose tissue mass was assessed at the end of
the experimental period (¢). Plasma levels of (d) adiponectin, (e) leptin, (f) insulin and (g) resistin
were determined by ELISA. Mice were subjected to glucose (GTT) and insulin (ITT) tolerance test
to evaluate insulin sensitivity (respectively h andi). Effect of 8§ weeks of HFD feeding (red bars) on
proinflammatory gene expression in mice (j) liver, (I) muscle and (n) hypothalamus compared with
that in chow-fed controls (white bars). Effect of 8 weeks-HFD feeding on the expression of negative
regulators of insulin signaling (Socs-3 and Ptplb) in (k) liver, (m) muscle, (o) hypothalamus
compared with that in chow-fed controls. Data are meanstSEM (n = 3—6/group). Significant
difference at *P<0.05 **P<0,01 and *** P<0,001 versus chow-fed controls.

Figure 2: HFD-induced hypothalamic inflammation and gliosis is associated with an increase
of the endogenous expression of resistin in the hypothalamus.

(a) Immunohistochemical detections of Ibal (a microglial marker) and Gfap (astrocytes marker)
proteins, from mice fed with chow diet or HFD for 8 weeks, throughout the MBH. Dashed areas
separate the ARC, VMH and DMH nuclei. (b) Immunohistochemical detections of Ibal and Gfap in
the ARC of mice fet with chow or HFD for 8 weeks. The rectangles integrated to Ibal staining
images represent higher magnification views of microglia under chow (left) or HFD (right)
conditions in order to show microglia’s shape. (¢) quantification of Ibal mean intensity throughout
the MBH of mice fed with chow or HFD for 8 weeks. (d) quantification of Gfap mean intensity
throughout the MBH of mice fed with chow or HFD for 8 weeks. (e) quantification of microglia
activation score in the ARC of mice fed with chow or HFD for 8 weeks. (f) Effect of 8 weeks-HFD
feeding on astrocytes and microglial markers gene expression compared with that in chow-fed
controls. (g) Immunohistochemical detection of Hsp72 and POMC in the ARC of mice fed with
chow or HFD for 8 weeks. Arrows point both Hsp72 and POMC positive cells. (h) quantification of
Hsp72 mean intensity in the ARC of mice fed with chow or HFD for 8-weeks (i) percentage of mice
positive for both Hsp72 and POMC staining. (j) In-situ hybridization (ISH) detection of resistin
gene expression (Retn) throughout the MBH of mice fed with chow or HFD for 8 weeks, dashed
areas separate the ARC, VMH and DMH nuclei. (k) ISH detection of resistin expression in the
ARC of mice fed with chow diet or HFD for 8 weeks. (1) Inmunohistochemical detection of resistin
in the ARC of mice fed with chow diet of HFD for 8§ weeks. (m) Quantification of resistin pixel
density (data in (j)) in the ARC, DMH and VMH of mice fed with chow of HFD for 8 weeks. (n)
Quantification of resistin mean intensity (data in (1)) in the ARC of mice fed with chow diet or HFD
for 8 weeks. (ARC : arcuate nucleus, VMH : ventro median hypothalamus, DMH : dorso median
hypothalamus; 3V : third ventricle). Scale bar = 50um. Data are means=SEM (n = 3—-6/group).
Significant difference at *P<0.05 **P<0,01 and *** P<0,001 versus chow-fed controls.

Figure 3 : Tanycytes and POMC neurons are resistin-expressing cells but not microglia and
astrocytes. HFD increased resistin expression in tanycytes and POMC neurons.

Detection of vimentin protein (a) (tanycytes marker) and POMC protein (b) with resistin gene
expression (Retn) in the ARC of mice fed with chow diet or HFD diet for 8 weeks using combined
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ISH/ICH (in situ hybridization and immunohistochemistry), dashed box represent higher
magnification views (original magnification x20) of merged images. Arrows point tanycytes
expressing resistin (a) and POMC neurons expressing resistin (b). Scale bar : 50um. (¢, d)
Detection of Ibal protein (¢) and Gfap protein (d) with resistin gene expression (Retn) in the ARC
of mice fed with chow diet or HFD for 8 weeks using combined ISH/ICH, images are shown in a
higher magnification view (original magnification x20), scale bar : 25um. Arrows show that there
are no resistin gene expression in both microglia and astrocytes. (e) Detection of Hsp72 protein and
resistin gene expression (Retn) in the ARC of mice fed with chow diet or HFD for 8 weeks using
combined ISH/IHC scale bare : 50um. Dashed box show a higher magnification view of merged
image showed just right in (f) (original x20), arrows point POMC cells expressing resistin and
positive for Hsp72 immunodetection. Scale bar 25um. (g) Quantification of cells expressing both
Hsp72 protein and resistin gene in the ARC of mice fed with chow diet or HFD for 8 weeks (data
showed in percentage). (h) Quantification of cells expressing POMC protein and resistin gene in the
ARC of mice fed with chow diet or HFD for 8 weeks (data showed in percentage). Data are
meanstSEM (n = 3—6/group). Significant difference at **P<0,01 and *** P<0,001 versus chow-fed
controls.

Figure 4 : Resistin induces tanycytes inflammation through TLR4 receptor

(a)Immunodetection of Vimentin (tanycytes marker) and resistin (left panel) and vimentin and
TLR4 (right panel) in the ARC of mice fed with chow diet or HFD for 8 weeks. Dashed box show a
higher magnification (original magnification x20) of merged image. (b) Quantification of TLR4 and
Resistin mean intensity in the ARC of mice fed with chow diet or HFD for 8 weeks. (¢) Serum
deprived primary culture of rats tanycytes were incubated for 20 min with resistin (300ng/ml).
Protein lysates from cells were subjected to western blot analysis. Membrane were probed
sequentially with anti-p-ERK1/2 followed by anti b-actin. (d) Serum deprived primary culture of
rats tanycytes subjected or not to si-TLR4 were treated for 20min with resistin (300ng/ml). Protein
lysates from cells were subjected to western blot analysis Membrane were probed sequentially with
anti-p-AKT and anti-p-ERK1/2 followed by anti b-actin. The proteins on the blots were revealed by
ECL and bands quantified by densitometry. (e) and (f) Quantifications of blots shown in (¢) and (d)
respectively. (g) Effect of 4 hours resistin treatment on proinflammatory gene expression in primary
culture of rats tanycytes. (h) Effect of 16 hours palmitate treatment on resistin expression in primary
culture of rats tanycytes. Results are expressed as means+SEM (n=3-6/groups). Significant
difference at *P<0.05 **P<0,01 and *** P<0,001 versus control.

Figure 5 : Short-term HFD induces hypothalamic inflammation and gliosis and impairs whole
body insulin sensitivity

Male C57BL/6 mice were fed with chow diet or HFD for 3 and 8 days. Energy intake (a) and body
weight gain (b) were daily measured. Subcutaneous fat mass (c¢) and visceral fat mass (d) were
assessed at the end of the experimental period. (e) Mice were subjected to glucose tolerance test
(GTT) to evaluate insulin sensitivity. Plasma levels of glucose (f) and insulin (g) were measured by
ELISA in each groups. Effect of 3 and 8 days of HFD feeding on proinflammatory gene expression
in mice muscle (h)and liver (i) compared with that in chow-fed controls. (j) Immunohistochemical
detections of Ibal and Gfap in the ARC of mice fed with chow or HFD for 3 and 8 days. The
rectangles integrated to Ibal staining images represent higher magnification views of microglia
under chow and HFD conditions in order to show its shape. The third and last series of images
represent detection of resistin expression using in situ hybridization in the ARC of mice fed with
chow or HFD for 3 and 8 days. (N=5/groups) (k) Quantification of microglia activation score of
mice fed with chow or HFD for 3 or 8 days. (I) quantification of gfap mean intensity in the ARC of
mice fed with chow or HFD for 3 or 8 days. (m) Quantification of resistin gene expression in the
ARC of mice fed with chow or HFD for 3 or 8 days. (n) Effect of 3 and 8 days of HFD feeding on
proinflammatory gene expression in mice hypothalamus compared with that in chow-fed controls.
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Data are means+SEM (n = 5/group). Significant difference at *P<0.05 **P<0,01 and *** P<0,001
versus chow-fed controls.

Figure 6: Short-term HFD increases endogenous expression of resistin in hypothalamic
tanycytes and POMC neurons

Detection of vimentin protein (a) (tanycytes marker) and POMC protein (b) with resistin gene
expression in the ARC of mice fed with chow diet or HFD diet for 3 and 8 days using combined
ISH/IHC (in situ hybridization and immunohistochemistry), In merge images, arrows point
tanycytes (a) and POMC neurons (b) expressing resistin. Scale bar : 50um. (¢, d) Detection of Ibal
protein (¢) and Gfap protein (d) with resistin gene expression in the ARC of mice fed with chow
diet or HFD for 8 and 3 days using combined ISH/ICH, images are shown in a higher magnification
view (original magnification x20), scale bar : 25um. Arrows show that there are no resistin
expression in both microglia and astrocytes. (e) Quantification of cells expressing POMC protein
and resistin gene expression (Retn) in the ARC of mice fed with chow diet or HFD for 3 and 8 days
(data showed in percentage). (f) Quantification of cells expressing vimentin protein and resistin
gene expression (Retn) in the ARC of mice fed with chow diet or HFD for 3 and 8 days (data
showed in percentage). Data are means+SEM (n = 3—6/group). Significant difference at **P<0,01
and *** P<(0,001 versus chow-fed controls.

Figure 7: Central resistin infusion promotes hypothalamic inflammation and reactive gliosis
through TLR4

Wild type male C57BL/6J mice and TLR4-/- mice received or not an infusion of recombinant
human resistin in the lateral cerebral ventricle for 3 days.(a) Immunohistochemical detections of
Ibal and Gfap in the ARC of wild type and TLR4-/- mice that received or not 3-days ICV of
resistin. The rectangles integrated to Ibal staining images from ARC of wild type mice represent
higher magnification views of microglia in order to determine the effect of ICV resistin on
microglia shape. Effect of 3 daysICV resistin treatment on proinflammatory and gliosis markers
gene expressionin wild-type (b) and TLR4-/- mice (¢) hypothalamus compared with that in vehicle
treated control. Effect of 3 daysICV resistin treatment on proinflammatory gene expression in wild-
type (d) and TLR4-/-(f) mice liver. Effect of 3 daysICV resistin treatment on proinflammatory gene
expression in wild-type (e) and TLR4-/-(g) mice muscle compared with that in vehicle treated
control. (h) Serum level of resistin in wild type mice that received ICV resistin for 3-days (in ng/dl).
Data are means+SEM (n = 3/group). Significant difference at *P<0.05 **P<0,01 and *** P<0,001
versus chow-fed controls.
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RESULTATS EXPERIMENTAUX

Le régime HFD de long terme provoque, comme attendu, une inflammation hypothalamique,

une gliose réactionnelle et une altération de la sensibilité générale a I’insuline :

Dans un premier temps, nous observons comme attendu, que la consommation
d’'un régime HFD pendant 8 semaines provoque une augmentation significative du poids
corporel, de la prise alimentaire et de la masse grasse des souris. De méme, les souris
soumises au réegime HFD présente une intolérance au glucose et une insulino-résistance,
contrairement au souris ayant consommeé un régime standard. Par ailleurs, nous avons
évalué I'expression génique des marqueurs de linflammation dans les principaux tissus
insulino-sensibles et nous montrons que le régime HFD de long terme provoque une
augmentation de I'expression hépatique des cytokines pro inflammatoires (IL-6, IL-1(,
TNF-a) ainsi que du récepteur de 'immunité innée TLR4. Dans le muscle, nous observons
une augmentation de I'expression génique de I'lL-1B ainsi que du récepteur TLR4. Au sein
de ces deux tissus, on note une augmentation de I'expression de Socs-3, connu pour
réguler négativement la voie de linsuline. En paralléle des modifications observées en
périphérie, nous montrons comme attendu que la consommation du régime HFD pendant
8 semaines provoque une importante réponse inflammatoire au niveau hypothalamique.
En effet, nos résultats montrent une augmentation de I'expression génique des principaux
marqueurs de linflammation (TNF-a, IL13, NFkB, TLR4) ainsi que des marqueurs
microgliaux (CD68, Emr1, Iba1) et du marqueur astrocytaire GFAP. En outre, les analyses
par immunohistochimie montrent que les souris soumises au régime HFD présentent une
gliose réactionnelle évidente qui se caractérise par un recrutement accru de microglie et
d’astrocytes au sein des noyaux ARC, VMH et DMH. Par ailleurs, nous montrons qu’en
réponse au régime HFD, les cellules microgliales de 'ARC présentent une forme activée,

amiboide, témoignant d’'une importante activité inflammatoire et phagocytaire.

Le régime HFD de long terme induit une augmentation de I’expression endogéne de la

résistine dans I’hypothalamus :

Les médiateurs et les voies de signalisations impliqués dans linstallation de
linflammation hypothalamique ne sont pas totalement élucidées. Chez les rongeurs, de

nombreux travaux ont mis en évidence un réle causal de la résistine dans |'établissement
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de linflammation et de linsulino-résistance induites par le régime HFD. Bien que
majoritairement produite par le tissu adipeux, des études montrent que la résistine est
également exprimée dans I'hypothalamus. Toutefois, la distribution cellulaire de la
résistine hypothalamique et la régulation de son expression hypothalamique par le régime
HFD demeurent encore inconnues a ce jour. Au cours de nos investigations, nous nous
sommes focalisés sur [I'hypothalamus médio-basal (MBH), une région clé de
I'hypothalamus impliquée de fagon majeure dans la régulation de la prise alimentaire et de
’homéostasie énergétique. De fagon intéressante, nos résultats montrent pour la premiére
fois, que le régime HFD de 8 semaines provoque une augmentation significative de
'expression de la résistine dans les noyaux hypothalamiques ARC, VMH et DMH. Nous
montrons que cette augmentation a principalement lieu au sein des tanycytes et des
neurones POMC. En revanche, aucune expression de la résistine n’a été détectée dans
les cellules microgliales ni dans les astrocytes de I'hypothalamus médiobasal. Par ailleurs,
il a précédemment été montré que le régime HFD provoque d’importantes lésions
neuronales, en particulier au sein des neurones anorexigénes POMC. En accord avec ces
résultats, nous montrons que l'augmentation de I'expression de la résistine dans les
neurones POMC en réponse au régime HFD s’accompagne d’une forte expression de la
protéine Hsp72, témoignant de lésions neuronales possibles. Récemment, nous avons
mis en évidence que la résistine exerce son action pro inflammatoire au niveau central via
le récepteur TLR4. Par ailleurs, les résultats des analyses immunohistochimiques
montrent que la résistine et son récepteur TLR4 sont exprimés dans le noyau arqué (ARC)
de l'hypothalamus en particulier dans les tanycytes bordant le troisiéme ventricule.
L’expression de ces deux protéines est fortement augmentée en réponse au régime HFD
a la fois dans 'ARC et les tanycytes. Les tanycytes représente une population cellulaire
dont [lintégrité est cruciale pour le maintien de I'homéostasie énergétique. Ces
observations suggérent que la résistine peut potentiellement exercer son action au sein

des tanycytes et qu’elle pourrait étre potentialisée au cours de I'obésité.

La résistine induit I’inflammation dans les tanycytes via son récepteur TLR4 :

Nos résultats obtenus sur les cultures primaires de tanycytes montrent que le
traitement par la résistine provoque une augmentation de la phosphorylation de Akt et de
ERK1/2 et aboutit a 'augmentation de I'expression du facteur de transcription NF-kB et

des principales cytokines pro inflammatoires. Le traitement par la résistine n’a aucun effet
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sur les tanycytes ayant regu le si-TLR4, suggérant que la résistine agit via le récepteur
TLR4 afin de promouvoir son action pro inflammatoire dans les tanycytes. De méme, le
traitement des tanycytes par le palmitate, un acide gras saturé qui mime le régime HFD,
provogque une augmentation de I'expression de la résistine par les tanycytes ; ces résultats

viennent confirmer ceux obtenus in vivo, chez la souris.

Le régime HFD de court terme induit une inflammation hypothalamique, une altération de la
sensibilité a I’insuline et est associé a une augmentation de I’expression génique de la résistine

dans les tanycytes et les neurones POMC de ’ARC :

Afin de déterminer si la résistine est impliquée dans linflammation hypothalamique
associée a la consommation d’'un régime hyper lipidique de court terme, des souris
C57Bl6/J agées de 8 semaines ont été divisées en trois groupes et soumises soit a un
régime standard soit a un régime HFD de 3 jours ou 8 jours. Nous montrons que dés 3
jours de régime HFD, les souris présentent une intolérance au glucose qui est maintenue
au bout de 8 jours, et qui s’Taccompagne d’'une augmentation des niveaux plasmatiques
d’'insuline suggérant l'installation d’'une résistance systémique a l'insuline. De méme, nos
résultats montrent comme attendu, que 3 jours de régime HFD sont suffisants pour induire
une gliose réactionnelle du noyau arqué qui est toujours maintenue aprés 8 jours de
régime HFD. On observe également au bout de 8 jours de régime HFD, une importante
augmentation de I'expression génique des principaux marqueurs de l'inflammation ainsi
que du marqueur astrocytaire GFAP et des marqueurs microgliaux (IBA1, Emr1, CD68,
CD11b) au niveau hypothalamique. De fagon trés intéressante, nous montrons par
hybridation in situ que I'expression génique de la résistine est rapidement augmentée en
réponse au régime HFD de 3 jours. En effet, la quantification révéle une augmentation
d’un facteur proche de 2 dans 'ARC au bout de 3 jours de HFD alors qu’elle est atténuée
au niveau basal aprés 8 jours de régime HFD. Nos résultats d’hybridation in situ combinée
a l'immunohistochimie (ISH/IHC) montrent que, comme pour le régime HFD de 8
semaines, 'augmentation de I'expression de la résistine a lieu spécifiquement dans des
tanycytes et des neurones POMC de I'hypothalamus médiobasal. Aucune expression n’a
été detéctée dans les astrocytes et la microglie. Ces résultats montrent ainsi que
'expression de la résistine hypothalamique est augmentée de facon trés précoce en
réponse au régime HFD et suggerent sa potentielle implication dans la mise en place

linflammation hypothalamique induite par le régime HFD et des conséquences
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métaboliques qui lui sont associées.

L’infusion centrale de résistine induit, via TLR4, une inflammation hypothalamique associée

a une gliose réactionnelle de ’ARC :

Pour vérifier cette hypothése, nous avons analysé l'impact d’'une perfusion centrale de
résistine sur le développement de l'inflammation hypothalamique. Des souris CR7BL6/J
sauvages (wt) ou invalidées pour le récepteur TLR4 (TLR4-/-) ont été soumises a une
infusion intracerebroventriculaire (ICV) de résistine humaine recombinante ou de sérum
physiologique pendant 3 jours. De fagon trés intéressante, nous montrons que 'lCV de
résistine provoque chez les souris sauvages une importante réponse inflammatoire au
niveau hypothalamique qui s’associe a une gliose réactionnelle évidente au sein du noyau
arqué. En effet, la perfusion centrale de résistine provoque, au niveau hypothalamique,
une augmentation de I'expression génique des marqueurs pro inflammatoires (IL6, TNFa,
IL18, NFKB) ainsi que des marqueurs microgliaux (Cd11b, Cd68, Emr1, Icam1, Iba1) et
astrocytaires (Gfap). Nos résultats d’immunohistochimie montrent une mobilisation
astrocytaire et un recrutement microglial associés a une activation morphologique de la
microglie, rappelant fortement la gliose réactionnelle associée au régime HFD. D’autre
part, 'administration centrale de la résistine induit, chez les souris contrbles, une
importante augmentation de I'expression génique des cytokines proinflammatoires et du
facteur de transcription NFkB dans le muscle et le foie. De fagon intéressante, I'ICV
résistine n’affecte pas les niveaux plasmatiques de la résistine, ceci suggére une action
indirecte de la résistine au niveau des tissus périphériques via une communication vagale.
Pour vérifier I'implication du récepteur TLR4 dans la médiation des effets centraux de la
résistine, nous avons étudier I'impact de la perfusion ICV de résistine sur des souris
invalidées pour le récepteur TLR4. De fagon intéressante, nos résultats montrent que
linvalidation de [I'expression de TLR4 abolit totalement l'effet de la résistine sur
linflammation hypothalamique et la gliose réactionnelle du noyau arqué ainsi que sur
linflammation périphérique observée dans le foie et les muscles. Ces résultats apportent
de nouveaux arguments en faveur du role crucial de TLR4 dans la médiation des effets de

la résistine au niveau hypothalamique.
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DISCUSSION



L’inflammation hypothalamique associée au régime hyper lipidique et a 'obésité est
au cceur d’intenses recherches et a été largement décrite dans des modéles rongeurs
d’obésité (De Souza et al., 2005 ; Thaler et al., 2010 ; Kleinridders et al., 2009 ; Milanski et
al., 2009 ; Zhang et al., 2008 ; Thaler et al., 2012 ; Posey et al., 2009). Toutefois, les
mécanismes qui sous-tendent linstallation de cette inflammation et les médiateurs
impliqués restent a élucider. Au cours de ce travail, nous avons étudié le role potentiel de
la voie résistine/TLR4 dans l'installation de I'inflammation hypothalamique associée a la
consommation d’un régime hyper lipidique. L’hypothése selon laquelle la résistine serait
un médiateur de linflammation hypothalamique n’a jamais été investiguée dans la
littérature et a fait I'objet de cette thése. Les résultats que nous avons obtenus constituent
de solides arguments en faveur d’'un rdle causal de la résistine dans l'installation de cette

inflammation.

Tout d’abord, nous montrons, comme attendu, que la consommation d’un régime
hyper lipidique (HFD) pendant 8 semaines déclenche une inflammation hypothalamique
qui s’accompagne d’une importante réponse gliale a travers I'hypothalamus médio basal.
Ces résultats sont en accord avec la littérature (De Souza et al., 2005 ; Milanski et al.
2009 ; Thaler et al., 2012 ; Kloet et al., 2014). Les médiateurs et les voies de signalisations
impliqués dans l'installation de cette neuro inflammation hypothalamique ne sont pas
totalement élucidés. Chez les rongeurs, la résistine est associée a l'inflammation et a
l'insulino-résistance en réponse a 'obésité et au régime HFD (Savage et al., 2001 ; Patel
et al., 2003 ; Steppan et al., 2001 ; Silha et al., 2003 ; Vendrell et al., 2004). Bien que
majoritairement produite par le tissu adipeux (Steppan et al., 2001), il a été montré que la
résistine est également exprimée par '’hypothalamus (Wilkinson et al., 2005). Toutefois, la
distribution cellulaire de la résistine dans I'hypothalamus et la régulation de son expression
par le réegime HFD demeurent inconnues a ce jour. Au cours de nos investigations, nous
nous sommes focalisés sur 'hypothalamus médio-basal, une région clé de I'’hypothalamus
impliquée de fagon majeure dans la régulation centrale de 'homéostasie énergétique ainsi
que dans l'inflammation hypothalamique induite par le régime HFD (De Souza et al., 2005 ;
Milanski et al. 2009 ; Thaler et al., 2012 ; Kloet et al., 2014). De fagon trés intéressante,
nous montrons pour la premiére fois, que la consommation du régime HFD pendant 8
semaines provoque une augmentation de I'expression génique de la résistine au sein des
noyaux ARC, VMH et DMH qui sont le siege d’'une réponse gliale importante ; suggérant
un réle possible de la résistine dans l'induction de cette inflammation. En effet, il est

clairement démontré chez les rongeurs et chez ’'homme que la résistine présente une

106



action pro inflammatoire (Silha et al., 2003, Patel et al., 2003). Notre équipe a de méme
démontré que la résistine initie, via TLR4, les voies de linflammation au niveau central
(Benomar et al., 2013).

Les neurones de I'ARC sont qualifiés de neurones de premier ordre et sont
primordiaux dans la régulation de 'homéostasie énergétique, il est bien connu qu’ils sont
négativement affectés en réponse a la consommation d’un régime hyper lipidique (Moraes
et al., 2009 ; Thaler et al., 2012). En particulier, il a été montré que les neurones POMC
subissent, en réponse a un régime HFD de long terme, diverses lésions qui conduisent a
une baisse de leur nombre, ce qui favorise I'apparition de résistances centrales a la leptine
et a linsuline (Thaler et al., 2012). Par ailleurs, Wilkinson et ses collaborateurs ont
précédemment démontré par immunohistochimie la co-localisation de la résistine avec
'alpha-MSH (un marqueur des neurones POMC) mais n’ont jamais investigué si cette co-
localisation était due a une expression de résistine propre aux neurones POMC, ou a une
simple accumulation de la résistine périphérique au sein de ces neurones (Wilkinson et al.,
2005). Dans cette étude, nous montrons pour la premiére fois que les neurones POMC du
noyau arqué expriment la résistine. De faon intéressante, cette expression est
positivement régulée par le régime hyper lipidique de long terme et s’associe a
'expression de la protéine Hsp72 témoignant de Iésions neuronales. Nos résultats
suggeérent I'implication potentielle de la résistine hypothalamique dans les lésions des

neurones POMC observées en réponse au régime HFD (Thaler et al., 2012).

Les tanycytes sont des cellules gliales spécialisées bordant le troisieme ventricule dans
I'hypothalamus tubéral, ils sont impliqués dans de nombreuses fonctions dont I'équilibre
de la balance énergétique (Balland et al., 2014 ; Lee et al., 2012), et assurent la fonction
de barriere hémato-encéphalique au niveau des organes circumventriculaires (OCV) dont
fait partie I'éminence médiane. De facon trés intéressante, nous montrons pour la
premiere fois que les tanycytes expriment la résistine et que le régime HFD de long terme
provoque une augmentation de cette expression génique. De méme, nos résultats
d'immunohistochimie montrent que la consommation d’'un régime HFD de 8 semaines
provoque une augmentation de I'expression protéique de la résistine et de son récepteur
TLR4 dans les tanycytes. |l semblerait ainsi qu’au cours de l'obésité, la voie
résistine/TLR4 y soit potentialisée. En accord avec ces résultats, nous montrons, sur des
cultures primaires de tanycytes de rats, que la résistine, via 'activation de son récepteur

TLR4, induit une inflammation importante dans des cultures primaires de tanycytes issus
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de rats. Ces résultats suggerent que la résistine pourrait promouvoir I'inflammation dans
les tanycytes au cours de I'obésité.De méme, nous montrons sur ces tanycytes en culture
qu’'un traitement par le palmitate provoque une augmentation de I'expression de la
résistine, confirmant ainsi nos résultats obtenus in vivo. Récemment, les travaux de
'équipe du Pr Vincent Prévot, ont montré que les tanycytes représentent le support
cellulaire du transport de la leptine du sang vers I'hypothalamus (Balland et al., 2014).
Ainsi, 'augmentation de I'expression de la résistine dans les tanycytes et l'action pro
inflammatoire qu’elle y exerce pourrait altérer la fonction de transport des tanycytes et
constituer un mécanisme possible de résistance centrale a la leptine qu’on observe au

cours de I'obésité induite par le régime HFD (Cai et Liu, 2011).

Les études émergentes font la distinction entre I'excés nutritif et 'obésité (Thaler et
al., 2012 ; Valdearcos et al., 2015 ; Thaler et al., 2013 ; Valdearcos et al., 2014 ; Waise et
al.,, 2015). En effet, il est clairement admis qu'un régime HFD de court terme peut
rapidement affecter la sensibilité centrale a l'insuline et a la leptine bien avant I'installation
de l'obésité (Wang et al., 2011 ; Woods et al., 2004). |l est actuellement admis que
linflammation précoce de I'’hypothalamus est impliguée de fagon importante dans
l'altération de 'homéostasie énergétique et dans la pathophysiologie de I'obésité. Afin de
déterminer si la résistine hypothalamique est impliquée dans l'installation de I'inflammation
précoce de I'hypothalamus, nous avons évalué son expression chez des souris soumises
a un régime HFD pendant 3 ou 8 jours. De fagon trés intéressante, nous montrons que
I'expression génique de la résistine est augmentée dans le noyau arqué et ce, dés les 3
premiers jours de régime HFD. L’augmentation rapide de I'expression de la résistine dans
'ARC apparait de fagon concomitante avec la gliose réactionnelle, suggérant un role
possible de la résistine dans l'initiation de cette inflammation précoce. Nous montrons que
cette augmentation est transitoire puisqu’elle diminue jusqu’'a un niveau basal aprés 8
jours de régime HFD. La cinétique d’expression de la résistine rappelle en effet celle de
linflammation associée au régime HFD et met en évidence le rdle possible du pic précoce
d’expression hypothalamique de la résistine dans l'initiation de I'inflammation du MBH en
réponse a I'environnement hyper lipidique (Thaler et al., 2012). De fagon similaire au
régime HFD de long terme, nous montrons que lI'expression génique de la résistine est
augmentée spécifiquement dans les tanycytes et les neurones POMC de I'hypothalamus

mediobasal, en réponse au régime HFD de court terme.

Le fait que les tanycytes expriment la résistine en réponse a un régime HFD de
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quelques jours seulement semble tout a fait intéressant. En effet, les tanycytes ont la
particularité d’étre a la fois au contact du liquide céphalo rachidien et des capillaires
fenétrés du sang porte hypothalamo-hypophysaire (Balland et al., 2014). lls sont au coeur
des échanges d’informations entre le cerveau et la périphérie (Langlet, 2014). Il semble
ainsi possible qu’au cours du régime HFD, les tanycytes soient les premiers senseurs du
changement de I'état nutritionnel au niveau central ; ce qui provoquerait alors une
augmentation du niveau d’expression de la résistine dans ces cellules. Or, nous avons
montré que la résistine active l'inflammation dans les tanycytes. Dans ce contexte, la
résistine pourrait précocement promouvoir I'inflammation dans les tanycytes et en altérer
I'organisation, ce qui pourrait fortement compromettre le transport de la leptine. Il a en
effet été montré que la consommation d’'un régime HFD de court terme provoque une
résistance centrale a la leptine (Wang et al., 2011 ; Woods et al., 2004). En accord avec
cette hypothése, une étude récente montre que la consommation d’'un régime HFD de
court terme provoque une perte rapide de I'organisation structurale des tanycytes nichés
dans I'’éminence médiane (Ramalho et al., 2018). De méme, les tanycytes sont dotés de
projections qui se connectent vers les différents noyaux de I'hypothalamus, l'initiation de
linflammation résistine-dépendante au sein de ces cellules pourrait alors promouvoir

I'inflammation a travers le MBH.

Afin de déterminer les conséquences de la régulation positive de la résistine en
réponse au régime HFD de court terme dans I'hypothalamus, des souris wt ou invalidées
pour le récepteur TLR4 ont été soumises a une infusion de résistine par ICV pendant 3
jours. Nous démontrons clairement que I'administration de résistine par ICV est suffisante
pour provoquer, via son récepteur TLR4, une importante inflammation hypothalamique
associée a une forte réponse gliale caractérisée par une activation de la microglie et une
mobilisation astrocytaire, qui rappelle fortement a la réponse gliale provoquée par le
régime HFD (Thaler et al., 2012 ; Waise et al., 2015). De fagon intéressante, nous
montrons que cette infusion centrale de résistine provoque une réponse inflammatoire
périphérique sans modification du niveau plasmatique de résistine. |l semble ainsi possible
que la résistine centrale exerce son action pro inflammatoire en périphérie par

communication vagale.

En résumé, les résultats obtenus au cours de cette étude montrent que la voie
résistine/TLR4 pourrait constituer un meédiateur clé de l'inflammation hypothalamique

aigue et chronique induite au cours de I'obésité et des perturbations métaboliques qui lui
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sont associées en particulier I'insulino resistance et le diabéte de type 2.
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CONCLUSION ET
PERSPECTIVES



Du fait de sa précocité, I'implication causale de l'inflammation hypothalamique dans
les désordres métaboliques menant a I'obésité et au syndrome métabolique est tres
fortement suggérée dans la littérature. Ce travail de thése a permis de mettre en évidence
limplication de la voie résistine/TLR4 dans linstallation de cette neuro inflammation
hypothalamique associée au régime HFD. Les résultats obtenus au cours de cette thése
montrent, pour la premiére fois, que la consommation d’un régime HFD provoque une
augmentation de l'expression de la résistine dans I'hypothalamus et ce, dés les trois
premiers jours de régime HFD, suggérant I'implication de la résistine dans l'inflammation
hypothalamique précoce associée a la consommation d’'un régime HFD. Nous avons
caractérisé les cellules concernées par I'expression génique de la résistine et nous
montrons pour la premiéere fois, que les neurones anorexigénes POMC ainsi que les
tanycytes expriment la résistine et que le régime HFD augmente cette expression a court
et a long terme. En revanche aucune expression n’a été détectée ni dans les astrocytes ni
dans les cellules microgliales. Outre la régulation précoce de I'expression de la résistine
hypothalamique dans les tanycytes en réponse au régime HFD, nos résultats mettent en
évidence que la résistine, via I'activation de son récepteur TLR4, agit directement sur ces
cellules, probablement par une action autocrine, pour promouvoir l'inflammation
tanycytaire. Cette inflammation pourrait conduire a une altération précoce de la fonction
des tanycytes favorisant l'altération du contréle hypothalamique de la balance énergétique
et le développement de I'obésité et des désordres métaboliques qui lui sont associée. Par
ailleurs, nous montrons que la perfusion centrale de résistine pendant trois jours provoque,
via lactivation du récepteur TLR4, une inflammation hypothalamique, une gliose
réactionnelle dans [I'’hypothalamus medio basal associée a une inflammation des

principaux tissus insulino-sensibles (foie, muscle).

Ce travail de thése ouvre vers de nombreuses perspectives. Dans un premier
temps, il semble intéressant de déterminer si l'augmentation de [I'expression
hypothalamique de la résistine en réponse au régime HFD constitue une étape critique
dans l'installation de l'inflammation hypothalamique et des altérations métaboliques qui lui
sont associées. En ce sens, notre équipe a pour objectif d'étudier les effets de
linvalidation de la résistine hypothalamique par une approche d’interférence ARN (AAV-
ShRNA-Resistin) sur : l'inflammation hypothalamique, la gliose réactionnelle induite par le
régime HFD, ainsi que sur la sensibilité a l'insuline et la tolérance au glucose. Cela sera
réalisé en injectant des particules virales adéno-associées (AAV-ShRNA-Resistin) de

maniére stéréotaxique dans I'hypothalamus médio-basal de souris C57BL6/J. Ces souris
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seront par la suite soumises a un régime contréle ou HFD pendant 3 ou 8 jours.

Il est bien connu qu’un régime HFD de court terme peut rapidement affecter la sensibilité
centrale a l'insuline et a la leptine bien avant l'installation de I'obésité. Dans notre étude,
nous montrons que I'expression génique de la résistine augmente rapidement au sein des
tanycytes en réponse a un régime HFD de court terme. De méme, nous montrons que la
résistine induit I'inflammation dans les tanycytes en activant les voies P-ERK1/2 et P-Akt.
Or, I'équipe du Pr Vincent Prévot a montré que le passage de la leptine vers le SNC se fait
a travers les tanycytes, par une voie P-ERK dépendante. Dans ce contexte, il semble
judicieux de déterminer si la résistine peut, au cours du régime HFD, altérer le passage de
la leptine a travers les tanycytes. Pour se faire, des tanycytes en culture primaire seront
prétraités par la résistine, puis stimulés par la leptine, le niveau de phosphorylation de la

protéine ERK1/2 sera évalué par western blot.

Les tanycytes sont au coeur des échanges d’informations entre le cerveau et la périphérie
(Langlet, 2014). lls régissent le passage de la leptine, hormone anorexigéne dont I'action
est cruciale pour I'équilibre de la balance énergétique (Balland et al., 2014). D’autre part, il
a été montré que la résistine est détectée dans le LCR, suggérant un passage de cette
hormone a travers la BHE (Kos et al., 2007). Au cours de cette thése, nous avons montré
que la résistine active son récepteur TLR4 dans les tanycytes en activant la voie P-ERK.
Dans ce contexte, il semblerait intéressant de déterminer si, au méme titre que la leptine,
les tanycytes pourraient constituer une porte d’entrée de la résistine vers le SNC. De
fagon similaire aux travaux réalisés par I'équipe du Pr Vincent Prévot, il serait intéressant
d’utiliser une résistine fluorescente et ainsi déterminer si la résistine peut transiter dans les
tanycytes au sein de I'éminence médiane. Ce travail permettra de mettre en évidence,

pour la premiére fois, le passage de la résistine depuis la périphérie vers le SNC.

Par ailleurs, ce travail de thése ouvre également la voie vers des perspectives a plus long
terme. Il semble en effet intéressant de mettre en évidence le réle du récepteur TLR4 des
tanycytes dans l'inflammation hypothalamique associée au régime HFD de court et long
terme. Cela sera réalisé en invalidant le récepteur TLR4 de fagcon spécifique au sein des
tanycytes, chez des souris C57BL6/J. Ces souris seront par la suite soumises a un régime
HFD de court et long terme ou a des injections de résistine. Notre équipe a pour objectif,
en collaboration avec I'équipe du Pr Vincent Prévot a Lille, d’étudier I'effet de I'invalidation
de TLR4 dans les tanycytes sur : I'inflammation hypothalamique et la gliose réactionnelle ;

'expression hypothalamique de la résistine ainsi que le passage de la résistine
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périphérique vers le SNC.
Enfin, a long terme, il serait intéressant de déterminer si le ciblage de la voie

résistine/TLR4 pourrait constituer une piste thérapeutique dans le cadre de I'obésité et du

diabete de type 2.
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Adiponectin, an insulin-sensitizing hormone, and resistin,
known to promote insulin resistance, constitute a potential
link between obesity and type 2 diabetes. In addition,
fibroblast growth factor (FGF)21 has effects similar to
those of adiponectin in regulating glucose and lipid
metabolism and insulin sensitivity. However, the inter-
play between adiponectin, FGF21, and resistin signaling
pathways during the onset of insulin resistance is unknown.
Here, we investigated whether central resistin promotes
insulin resistance through the impairment of adiponectin
and FGF21 signaling. We show that chronic intracere-
broventricular resistin infusion downregulated both hypo-
thalamic and hepatic APPL1, a key protein in adiponectin
signaling, associated with decreased Akt-APPL1 inter-
action and an increased Akt association with its endog-
enous inhibitor tribbles homolog 3. Resistin treatment
also decreased plasma adiponectin levels and reduced
both hypothalamic and peripheral expression of adipo-
nectin receptors. Additionally, we report that intracere-
broventricular resistin increased plasma FGF21 levels
and downregulated its receptor components in the hypo-
thalamus and peripheral tissues, promoting FGF21 resis-
tance. Interestingly, we also show that resistin effects
were abolished in TLR4 knockout mice and in neuronal
cells expressing TLR4 siRNAs. Our study reveals a novel
mechanism of insulin resistance onset orchestrated by
a central resistin-TLR4 pathway that impairs adiponec-
tin signaling and promotes FGF21 resistance.

Obesity is closely linked to several metabolic disorders
incuding insulin resistance and type 2 diabetes (T2D)
(1-6). However, the mechanisms underlying obesity-assodated
insulin resistance are not fully understood. Recently, an

emerging hypothesis suggests that the alteration of whole-
body insulin sensitivity could have a starting point in the
brain and precisely in the hypothalamus (7). Indeed,
chronic high-fat feeding promotes hypothalamic resistance
to leptin and insulin through an inflammatory-dependent
mechanism leading to impaired energy homeostasis, obe-
sity, and insulin resistance (4,7). Furthermore, compelling
evidence indicates that changes in adipocyte-derived fac-
tors in obesity dramatically affect insulin sensitivity (4-6).
Among these adipokines, resistin is described as a causal
factor for obesity-induced insulin resistance and T2D. In-
deed, the circulating levels of resistin are increased in obe-
sity, promoting both inflammation and insulin resistance
(8-12). In addition, serum resistin has been positively
correlated with resistin cerebrospinal fluid levels, and in-
creased cerebrospinal fluid resistin concentrations have
been associated with T2D (13). Resistin is also expressed
in the hypothalamus (14), and central resistin modulates
food intake and glucose and lipid metabolism (15-19).
Interestingly, we recently reported that central resistin,
via hypothalamic Toll-like receptor (TLR)4, induces over-
all inflammation and impairment of insulin responsive-
ness in rat, presenting the first evidence for the crucial
role of a hypothalamic resistin-TLR4 pathway in the onset
of whole-body insulin resistance and inflammation (20).

Besides resistin, adiponectin has received a special
focus because of its insulin-sensitizing and anti-inflammatory
properties (21-24). In obesity, a decrease in plasma adi-
ponectin is considered an important risk factor for insulin
resistance (24). Conversely, exogenous adiponectin allevi-
ates chronic inflammation, glucose intolerance, and insulin
resistance in obese and diabetic rodents (24-26). Adipo-
nectin exerts its effects through two adiponectin receptors,
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914  Resistin, Adiponectin, and FGF21 Cross Talk

AdipoR1 and AdipoR2 (24,27). Adiponectin also activates
liver kinase B1-AMPXK signaling pathways, promoting insulin
sensitivity (23,27). Furthermore, the adaptor protein contain-
ing pleckstrin homology domain and leucine zipper motif 1
(APPL1) has been implicated in the insulin-sensitizing effect
of adiponectin (27,28). APPL1 is also involved in the insulin-
mediated Akt signaling, suggesting a cross talk between adi-
ponectin and insulin signaling at the level of the Akt pathway
(27). Recent studies have reported that adiponectin is cru-
dially involved in hypothalamic control of energy homeostasis
(29,30). Additionally, central adiponectin improves glucose
tolerance and reverses hypothalamic inflammation and insu-
lin resistance in obese mice (31,32). These data demonstrate
that the insulin-sensitizing properties of adiponectin are at
least partially related to a neuroendocrine mechanism that
involves central action of adiponectin.

Fibroblast growth factor (FGF)21, a metabolic hor-
mone predominantly produced by liver, has many func-
tional similarities to adiponectin in regulating glucose and
lipid metabolism and insulin sensitivity (33-37). FGF21
acts through a cell-surface receptor composed of a canon-
ical FGF receptor (FGFR) associated with a coreceptor,
-Klotho (KLB) (36-38). Pharmacologic FGF21 treatment
counteracts obesity and its related metabolic disorders
including dyslipidemia, glucose intolerance, and insulin
resistance (39). In white adipose tissue (WAT), a main tar-
get of FGF21 actions, FGF21 stimulates glucoses uptake,
modulates lipolysis, and enhances adiponectin expression
and secretion (34-37,39,40). FGF21 also acts directly in the
hypothalamus to modulate energy balance and insulin sen-
sitivity (41,42). Recent studies have reported that serum
FGF21 levels are elevated in obese rodents and humans
(43-45). In obese mice, the expression levels of FGFRs
were also markedly downregulated. This blunts the meta-
bolic effects of FGF21, promoting an obesity-associated
FGF21 resistance state (43,44).

Thus, obesity is associated with adiponectin and
FGF21 resistances, leading to the impairment of insulin
sensitivity. However, the mechanisms linking obesity to
adiponectin/FGF21 signaling impairment are not yet eluci-
dated. On the basis of our previous work demonstrating
that central resistin overexposure induces striking alter-
ations of whole-body insulin sensitivity, we hypothesized
that resistin could be the missing link. Therefore, we
investigated whether central resistin promotes insulin
resistance through the impairment of adiponectin and
FGF21 signaling. We show that chronic intracerebroven-
tricular resistin infusion downregulated both hypothalamic
and hepatic APPL1 expression associated with decreased
Akt-APPL1 interaction and an increased Akt association
with its inhibitor, tribbles homolog 3 (TRB3). Resistin
treatment also reduced AdipoR1/2 expression in the
hypothalamus and peripheral tissues. Interestingly, we
report that central resistin, via TLR4, impairs FGF21
signaling through the downregulation of hypothalamic
expression FGF21 and both hypothalamic and peripheral
expression of its receptors, promoting FGF21 resistance.

Diabetes Volume 65, April 2016

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Animals

Adult male Wistar rats, C57BL/6J mice (Janvier Laborato-
ries), and TLR4 knockout (TLR4-KO) mice with the same
genetic background (TAAM-UPS44; CNRS, Orleans, France)
were housed individually in a temperature-controlled envi-
ronment with a 12-h light/12-h dark cycle and unrestricted
access to water and standard diet (SAFE, Augy, France). All
experimental procedures were performed according to the
institutional guidelines of laboratory animal care and ap-
proved by the governmental commission of animal research.

Chronic Intracerebroventricular Infusion of Resistin

Osmotic mini-pumps (models 2002 for rats and 1003D
for mice; Alzet) were implanted under ketamine (150 mg/kg)/
xylazine (5 mg/kg) anesthesia. Brain infusion cannulas
were stereotaxically placed into the right lateral brain
ventride using the following coordinates: 0.8 mm anterior
to bregma, 1.5 mm lateral to the midline, and 3.5 mm
dorso-ventral for rats and 0.58 mm anterior to bregma,
1 mm lateral, and 2 mm dorso-ventral for mice. The rats were
then infused with either vehide or resistin (2 or 12 pL/day,
respectively; pumping rate 0.5 pL/h) for 14 days. C57BL/6J
and TLR4-KO mice were infused for 3 days with either vehi-
cle or resistin (2 or 6 pL/day; pumping rate 0.2 pL/h).

Measurement of Blood Glucose and Plasma Hormone
Levels

Blood glucose levels were measured immediately with
a blood monitoring system (Accu-Chek, Roche). Plasma
levels of resistin, insulin, leptin, adiponectin, and FGF21
were quantified with ELISA immunoassays according to
the manufacturer’s instructions (Millipore).

Hormones and Chemicals

Human resistin was a generous gift of Protein Laboratories
Rehovot Ltd. (Rehovot, Israel). Cell culture reagents were
from Invitrogen. Insulin and chemicals were from Sigma-
Aldrich. Immunobilon-FL transfer membranes were from
Millipore. Fluorescent secondary antibodies were from Life
Technologies.

Cell Culture and Stimulation

SH-SY5Y human neuroblastoma cells and adult mouse
hypothalamic (mHypo) cells were grown in DMEM and
RPMI supplemented with 10% FCS, 2 mmol/L L-glutamine,
100 units/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin in
5% CO, atmosphere at 37°C. Serum-starved cells were in-
cubated for 16 h in serum-free DMEM in the presence or
absence of resistin (200 ng/mL), insulin (100 nmol/L), and
insulin (100 nmol/L) + adiponectin (250 ng/mL). Cells were
then stimulated with insulin (100 nmol/L), adiponectin
(250 ng/mL), or FGF21 (100 nmol/L) for 10 min to eval-
uate the impact of chronic treatments on SH-SY5Y cell
sensitivity of both insulin and adiponectin.

Western Blot Analysis
Protein lysates from mice and rats tissues and SH-SY5Y
cells were analyzed by Western blot as previously described
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(20). Immunoblots were incubated overnight at 4°C with
primary antibodies directed toward the following: (phospho-
Ser’”3)-Akt, Akt, phospho-ERK1/2 (extracellular signal-
related kinase 1/2), Erk1/2, (phospho-SerBw)-IRS-l (insulin
receptor substrate 1), IRS-1, phospho-JNK (c-Jun N-terminal
kinase), JNK, APPL1, TRB3, B-tubulin (these antibodies
are from Cell Signaling Technology), insulin receptor (IR),
AdipoR1/2, APPL2, TLR4, or PTP1B (these antibodies are
from Santa Cruz Biotechnology).

Immunoprecipitation

Protein lysates of rat tissues were incubated with antibodies
against Akt overnight at 4°C. The immune complexes were
precipitated with protein A and protein G coupled to
sepharose after 2-h incubation at 4°C and subjected to
SDS-PAGE and immunoblotted with anti-APPL1, anti-TRB3,
and anti-Akt antibodies.

In Vitro FGFR21 Stimulation on Liver Membranes
The in vitro phosphorylation of FGFR1 receptor was
performed as previously described (25).

In Vitro Adiponectin Stimulation on Liver Membranes
In vitro adiponectin-dependent activation of liver AdipoR2
was evaluated by analyzing the AdipoR2-APPL1 coimmu-
noprecipitation using crude liver membranes after adipo-
nectin stimulation.

RNA Extraction and Quantitative RT-PCR

Total RNA from mice and rats tissues and SH-SY5Y cells
was isolated using TRIzol reagent. RNA (1 jLg) was reverse
transcribed, and the cDNAs were submitted to quantita-
tive real-time PCR analysis using a SYBR Green QPCR
system (Applied Biosystems) with specific primers (Sup-
plementary Table 1). A ratio of target mRNA-to-18S am-
plification was calculated.

Small Interfering RNA Silencing

A pool of specific small interfering RNA (siRNA) duplexes
targeting human TLR4 and APPL1 genes and control siRNA
were purchased from Ambion. Transfection of siRNAs was
performed using lipofectamine 2000 transfection reagent
(Invitrogen). Downregulation of APPL1 and TLR4 protein
synthesis was monitored by Western blot.

Data Analysis and Statistics

Data are shown as means * SEM. Student t test was
applied for comparisons between two groups, whereas
the ANOVA test was used to compare three or more sets
of data, followed by Fisher post hoc test (Statview Software
program). P < 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

Adiponectin Improves Insulin Signaling in Human
Neuronal SH-SY5Y Cells and mHypo Cells

We examined the impact of adiponectin on the insulin-
dependent phosphorylation of Akt and ERK1/2. We
showed that acute incubation with insulin or adiponectin
significantly increased both Akt and ERK1/2 phosphory-
lation in SH-SY5Y and mHypo cells (Fig. 1A and D). A
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notable synergistic effect of insulin and adiponectin was
observed on Akt phosphorylation but not ERK1/2 phos-
phorylation (Fig. 1A and D). Cell overexposure to insulin
reduced acute insulin-dependent Akt and ERK1/2 phos-
phorylation, though the latter was affected to a lesser
degree (Fig. 1B and D). When cells were overexposed to
both insulin and adiponectin, the insulin-dependent Akt
and ERK1/2 phosphorylation was completely restored
(Fig. 1C and D). Next, we investigated the mechanisms
underlying an adiponectin-protective effect against insulin
resistance. We showed that adiponectin significantly atten-
uated the insulin-dependent downregulation of IR at both
mRNA and protein levels (Fig. 2A). Additionally, chronic
exposure of SH-SY5Y cells to insulin significantly increased
the Ser®® phosphorylation of IRS-1 (Fig. 2B), JNK phos-
phorylation (Fig. 2C), and PTP1B expression (Fig. 2D),
whereas the concomitant overexposure of cells to insulin
and adiponectin markedly reduced JNK and IRS-1%%7
phosphorylation and reduced PTP1B expression to levels
comparable with those of control cells (Fig. 2B-D).

APPL1 Mediates the Insulin-Sensitizing Effect

of Adiponectin in SH-SY5Y Cells

To assess the potential role of APPL1 in the insulin-
sensitizing effect of adiponectin, we generated APPL1-
depleted SH-SYSY cells by siRNA-mediated knockdown
(Fig. 3A). Cells were pretreated with insulin or insulin +
adiponectin prior to insulin or adiponectin stimulation
in the absence or presence of APPL1 siRNA (Fig. 3B). In
control cells, both insulin and adiponectin induced Akt
phosphorylation (Fig. 3B). Insulin pretreatment reduced
Akt phosphorylation in response to insulin and adipo-
nectin. However, the insulin- and adiponectin-dependent
phosphorylation of Akt was almost completely restored
when cells were pretreated with both hormones, an effect
that was completely abolished in APPL1-suppressed cells
(Fig. 3B).

To further evaluate the role of APPL1, we investigated
its impact on IR expression and JNK and IRS-1°¢"**7
phosphorylation. We showed that APPL1 siRNA did not
affect IRS-1%°7 or JNK phosphorylation or IR expres-
sion (Fig. 3C). Insulin overexposure reduced IR expression
and increased the phosphorylation of JNK and IRS-15%¢27
(Fig. 30). Insulin pretreatment effects were significantly
reduced by simultaneous adiponectin pretreatment or in
cells expressing APPL1 siRNA. (Fig. 3C).

Resistin Negatively Regulates Adiponectin Signaling
Through the Downregulation of APPL1 and AdipoR1

in SH-SH5Y and mHypo Cells

To test the hypothesis of whether the promoting effects of
resistin on insulin resistance are mediated by the alteration
of adiponectin action, we investigated the cross talk between
resistin and adiponectin signaling. For this purpose, the
effect of chronic exposure to resistin on adiponectin
signaling was studied in SH-SY5Y and mHypo cells. In
nonpretreated cells, adiponectin increased Akt and ERK1/2
phosphorylations (Fig. 4A and B). Pretreatment with
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Figure 1—Adiponectin improves insulin-dependent phosphorylation of Akt and ERK1/2 in human SH-SY5Y neuroblastoma cells. A and D:
SH-SY5Y and mHypo cells were serum starved overnight and treated for 10 min with or without insulin (100 nmol/L), adiponectin (250 ng/mL),
and insulin + adiponectin. Phosphorylation of Akt and ERK1/2 was detected by Western blot analysis with the specific antibodies indicated.
Proteins on the blots were quantified by densitometry. Bar graphs represent the ratios of p-Akt to Akt or p-ERK1/2 to ERK1/2. Serum-
starved SH-SY5Y and mHypo cells were pretreated for 16 h without (W/O preT) or with (Ins preT) (100 nmol/L) insulin (B and D) or insulin
(100 nmol/L) + adiponectin (250 ng/mL) (Ins/Adp preT) (C and D) and then stimulated with insulin (100 nmol/L) for 10 min. p-Akt and
p-ERK1/2 and their protein levels in cell lysates were detected by Western blot analysis with specific antibodies as indicated. Proteins on
the blots were quantified by densitometry. Bar graphs represent the ratios of p-Akt to Akt or p-ERK1/2 to ERK1/2. All data are expressed as
means = SEM (n = 3-6 /group). *P < 0.05, **P < 0.01, P < 0.001 compared with control.
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Figure 2— Adiponectin improves insulin signaling in SH-SYS5Y cells through the upregulation of IR, downregulation of PTP1B, and inhibition
of JNK activation and IRS-15¢°% phosphorylation. SH-SY5Y cells were serum starved overnight and treated for 16 h without (W/O preT) or
with (Ins preT) (100 nmol/L) insulin or insulin (100 nmol/L) + adiponectin (250 ng/mL) (Ins/Adpn preT). Expression levels of IR were evaluated
by Westem blot (A) and SYBR Green Real-Time RT-PCR (B). The phosphorylation of IRS-15¢%7 (C) and JNK (D) and the protein expression
of PTP1B (E) were detected by Western blot analysis using specific antibodies as indicated. Proteins on the blots were quantified by
densitometry. All data are expressed as means = SEM (n = 3-6/group). P values were calculated using the Student t test (P < 0.01,
***P < 0.001).
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Figure 3—APPL1 mediates the insulin-sensitizing effect of adiponectin in human SH-SY5Y neuroblastoma cells. SH-SY5Y cells were
treated with control siRNA or specific siRNA duplexes targeting APPL1. The protein lysates were then subjected to Western blot analysis.
A: Immunoblot analysis of APPL1 content in control and small interfering APPL1-treated cells. The results are expressed as the ratio of
APPL1 to B-tubulin. B: Immunoblot analysis of the phosphorylation of AKT by insulin (100 nmol/L for 10 min) and adiponectin (250 ng/mL
for 10 min) in control and APPL1-supressed SH-SY5Y, treated for 16 h without (W/O preT) or with insulin (Ins preT) (100 nmol/L) or insulin
(100 nmol/L) + adiponectin (250 ng/mL) (Ins/Adpn preT). C: Immunoblot analysis of the protein expression of IR and the phosphorylation of
JNK and IRS-1%"% in control and APPL1-suppressed SH-SYS5Y cells treated for 16 h without or with (100 nmol/L) insulin or insulin (100
nmol/L) + adiponectin (250 ng/mL). Bar graphs represent the ratios of IR to B-tubulin, p-JNK (p-JNK54/46) to total JNK, and p-IRS-15¢307
to total IRS-1. All results are means = SEM (n = 3-6/group). ***P < 0.001 compared with control cells. #*®°Significant differences by
ANOVA and Fisher post hoc test at P < 0.05.
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Figure 4 —Resistin negatively regulates adiponectin signaling through the downregulation of both APPL1 and AdipoR1 in SH-SH5Y and
mHypo cells. SH-SY5Y and mHypo cells were serum starved overnight and treated for 16 h with (Resistin preT) or without (W/O preT) resistin
(200 ng/mL). A and B: Control and resistin-treated cells were stimulated for 10 min with or without adiponectin (250 ng/mL). Phosphorylation
of Akt and ERK1/2 was detected by Western blot analysis with the specific antibodies indicated. Proteins on the blots were quantified by
densitometry. Bar graphs represent the ratios of p-Akt to Akt or p-ERK1/2 to ERK1/2. C and E: Immunoblot analysis of the protein expression
of APPL1, APPL2, AdipoR1, and AdipoR2 in control and resistin-treated cells. Results are expressed as ratio of APPL1 to B-tubulin, APPL2 to
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resistin abolished adiponectin-dependent phosphorylation
of Akt and increased the basal phosphorylation of ERK1/2.
Resistin treatment also downregulated APPL1 and AdipoR1
expression, whereas APPL2 and AdipoR2 expression was
not affected (Fig. 4C and D). Furthermore, we showed
that TLR4 knockdown (Fig. 4D) abrogated the resistin-
dependent downregulation of AdipoR1 and APPL1 (Fig.
4E and F) and restored both insulin- and adiponectin-
dependent Akt phosphorylation (Fig. 4G and H).

Central Resistin Infusion Promotes the Downregulation
of APPL1 and AdipoR1/2 in Rats and Mice

Next, we examined whether resistin could affect APPL1,
AdipoR1, and AdipoR2 expression. We showed that Wistar
rats chronically (14 days) infused by intracerebroventricular
resistin exhibited lower hypothalamic expression of APPL1,
AdipoR1, and AdipoR2, whereas APPL2 levels remained
unchanged (Fig. 5A). The protein levels of APPL1 were
also reduced in the liver but not in the muscle or WAT
of resistin-treated rats (Fig. 5B). Resistin treatment also
reduced AdipoR1/2 expression in liver, muscle, and WAT
(Fig. 5B).

The effect of intracerebroventricular resistin infusion
for 3 days was also tested in wild-type and TLR4-KO mice.
Intracerebroventricular resistin reduced hypothalamic expres-
sion of APPL1 and AdipoR1/2 in wild-type but not in TLR4-
KO mice (Fig. 5C and E). In both strains, APPL2 remained
unchanged. In peripheral tissues, APPL1/2 and AdipoR1/2
remained unchanged in resistin-treated mice (Fig. 5D).

Central Resistin Infusion Impairs the Interaction
Between Akt and Its Binding Partners, APPL1 and
TRBS3, Altering the AdipoR2/APPL1 Signaling

We investigated whether intracerebroventricular resistin
infusion affected Akt, APPL1, and TRB3 interplay in the
hypothalamus and liver of rats. In the hypothalamus, we
revealed the association of Akt with both APPL1 and TRB3
under the basal condition (Fig. 64). In resistin-treated rats,
Akt-APPL1 association was reduced, while Akt-TRB3 inter-
action was enhanced (Fig. 64). Furthermore, in control
rats, insulin treatment increased Akt-APPL1 coimmunopre-
cipitation and reduced Akt-TRB3 interaction (Fig. 64). Con-
versely, in resistin-treated rats, the effect of insulin was
abolished (Fig. 64). In the liver, intracerebroventricular
resistin abolished the insulin-dependent association of
Akt with APPL1 and increased Akt-TRB3 coimmunopre-
cipitation (Fig. 6B). Next, we investigated the impact of
intracerebroventricular resistin infusion on adiponectin-
dependent association of AdipoR2 with APPL1 in rat liver
membranes. We showed that resistin treatment reduced
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the coimmunoprecipitation of AdipoR2 and APPL1 in re-
sponse to adiponectin stimulation (Fig. 6C).

Central Resistin Infusion Alters FGF21, FGFR, and KLB
Expressions in the Hypothalamus and Peripheral
Tissues

Next, we investigated whether central resistin-TLR4 path-
ways could contribute to FGF21 resistance. Thus, we assessed
in mice and rats the impact of intracerebroventricular
resistin infusion on FGF21, FGFR, and KLB expression in
the hypothalamus and peripheral tissues. We showed that
resistin decreased hypothalamic FGF21 expression in rats
and mice. Hypothalamic expression of FGFR1/KLB was
also significantly reduced by resistin treatment (Fig. 7A and
B). In mice, intracerebroventricular resistin also decreased
hypothalamic expression of FGFR2 and FGFR3 (Fig. 7B).
Similarly, in SH-SY5Y cells, resistin overexposure reduced
the expression levels of FGFR1, FGFR2, and KLB (Fig. 7K).

In peripheral tissues, intracerebroventricular resistin
infusion increased the expression levels of FGF21 in rat
liver and WAT but not in muscle (Fig. 7D). In addition,
FGFR1 was downregulated in both WAT and muscle but
not in liver (Fig. 7D). The expression levels of KLB and
FGFR4 were attenuated in the WAT of resistin-treated
rats but not in muscle and liver (Fig. 7D). Interestingly,
intracerebroventricular resistin reduced WAT adiponec-
tin expression (Fig. 7E) and plasma adiponectin levels
(Fig. 7F). In contrast, the circulating levels of FGF21
and glucose were increased in resistin-treated rats (Fig.
7G and J), whereas plasma insulin and resistin levels
were not affected (Fig. 7H and I). In mice, intracerebro-
ventricular resistin infusion increased plasma levels of
FGF21 but not those of insulin or resistin and also did
not affect FGFRs or KLB expression at the peripheral
level (Supplementary Fig. 1).

Next, we examined the role of TLR4 in resistin-dependent
regulation of FGF21, FGFR, and KLB gene expressions. TLR4
repression in SH-SY5Y cells abrogated the effect of resistin
on FGFR2 and KLB expression (Fig. 7K). In addition, the
resistin effect on FGFR1 expression was attenuated in
TLR4-suppressed cells (Fig. 7K). The resistin-dependent
downregulation of FGF21, FGFR1, and KLB was abolished
in the hypothalamus of TLR4-KO mice (Fig. 7C). We
also showed that resistin overexposure reduced FGF21-
dependent phosphorylation of FGFR1 and ERK1/2 in SH-
SY5Y (Fig. 7L) and mHypo (Fig. 7M) cells. This was
associated with a significant decrease of protein expression
of FGFR1 (Fig. 7L and M). Additionally, rat chronic intra-
cerebroventricular resistin infusion significantly reduced

siRNA duplexes targeting TLR4 and then stimulated for 16 h with or without resistin (Res) (200 ng/mL). Expression levels of AdipoR1,
AdipoR2, APPL1, and TLR4 were evaluated by Western blot (F) and SYBR Green real-time RT-PCR (G) in control and TLR4-suppressed
SH-SYSY cells. Phosphorylation of Akt and ERK1/2 in response to acute (10 min) stimulation with insulin or adiponectin was detected by
Westemn blot analysis in control and resistin-treated SH-SY5Y (H) and mHypo (/) cells using specific antibodies as indicated. All results are
means *= SEM (n = 3-6/group). *P < 0.01, ***P < 0.001 compared with control cells without any pretreatment.
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Figure 5—Central resistin infusion promotes the downregulation of APPL1 and AdipoR1/2 in rats and mice. Male Wistar rats intracere-
broventricularly (ICV) received vehicle or resistin (2 ng/12 pl/day; pumping rate 0.5 pL/h) during a period of 2 weeks. At the end of the
infusion period, the expression levels of APPL1, APPL2, AdipoR1, and AdipoR2 were evaluated by Western blot and SYBR Green Real-
Time RT-PCR in the hypothalamus (A) and peripheral insulin-sensitive tissues (B). C-E: Male wild-type (WT) C57BL/6J mice or TLR4-KO
mice with the same genetic background were intracerebroventricularly injected with vehicle or resistin (2 j.g/6 pL/day; pumping rate 0.25
p.L/h) during a period of 3 days. At the end of the infusion period, mMRNA expression of APPL1, APPL2, AdipoR1, and AdipoR2 was
evaluated by SYBR Green Real-Time RT-PCR in the hypothalamus (C) and peripheral insulin-sensitive tissues (D) of WT mice and in the
hypothalamus of TLR-KO mice (E). All data are expressed as means *= SEM (n = 3-6 /group). P values were calculated using the Student
t test. "
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Figure 6—Central resistin infusion impairs the interaction between
Akt and its binding partners, APPL1 and TRB3, as well as AdipoR2/
APPL1 association. Male Wistar rats were treated with or without
resistin (2 ng/12 pl/day i.c.v.; pumping rate 0.5 plL/h) for 14 days.
At the end of the infusion period, vehicle and resistin-treated rats
received human insulin (1 units/kg body wt i.p.) or saline bolus
30 min before euthanasia. Protein lysates from hypothalamus and
liver were subjected to immunoprecipitation (IP)/immunoblot (IB)
analysis to detect the interaction between Akt, APPL1, and TRB3
in the hypothalamus (A) and liver (B) using specific antibodies as
indicated. C: Representative immunoblot of APPL1 and AdipoR2
coimmunoprecipitation in rat liver crude membranes.

FGF21-dependent phosphorylation of FGFR1 in vitro in
liver crude membranes (Fig. 7N).

DISCUSSION

Resistin is a critical factor in obesity-mediated insulin
resistance. The molecular mechanisms mediating its effects
are not fully characterized, particularly at the neuronal
level. This study reveals novel mechanisms by which
central resistin induces whole-body insulin resistance through
the impairment of adiponectin signaling and by promoting
FGF21 resistance. We show that chronic intracerebroven-
tricular resistin infusion downregulated hypothalamic and
hepatic APPL1 expression, reducing Akt-APPL1 interaction
and favoring Akt association with its inhibitor, TRB3.
Resistin treatment also reduced hypothalamic and peripheral
expression of AdipoR1/2. Importantly, we report that
central resistin, via TLR4, promoted FGF21 resistance
through the downregulation of FGF21 hypothalamic ex-
pression and both hypothalamic and peripheral expression
of its receptor components.

Adiponectin increased insulin sensitivity in peripheral
tissues (21,22,24). At the central level, the insulin-sensitizing
effect of adiponectin remains poorly documented. To in-
vestigate whether adiponectin regulates neuronal insulin
signaling, we examined, in SH-SY5Y and mHypo cells, the

Diabetes Volume 65, April 2016

impact of adiponectin on Akt and ERK1/2. First, we
showed that adiponectin significantly increased Akt and
ERK1/2 phosphorylation. We reported a synergistic effect
of adiponectin and insulin regarding Akt phosphorylation
suggesting a cross talk between these two hormones. This
is in good agreement with recent studies showing that
adiponectin and insulin signaling cascades converge on
Akt through the adapter protein APPL1, known to regu-
late both insulin- and adiponectin-dependent Akt activa-
tion (27). Furthermore, we showed that the overexposure of
cells to insulin impaired Akt and ERK1/2 phosphorylation in
response to insulin. Interestingly, when cells were overex-
posed to insulin and adiponectin, the insulin-dependent
Akt and ERK1/2 phosphorylations were totally restored.
This agreed with previous studies demonstrating an
adiponectin-dependent improvement of both hypotha-
lamic and peripheral insulin sensitivity (27,31). Impor-
tantly, the insulin-sensitizing effects of adiponectin
were abolished in APPL1-suppressed SH-SY5Y cells, pre-
senting the first evidence for the critical role of APPL1 in
neuronal adiponectin/insulin cross talk and in mediating
the insulin-sensitizing effect of adiponectin. We investi-
gated the mechanisms underlying an adiponectin effect
on insulin signaling. Previous studies have reported that
hyperinsulinemia-induced downregulation of IR is consid-
ered an important mechanism promoting insulin resis-
tance (46,47). Consistent with these studies, we show
that insulin overexposure markedly reduces IR expression
in SH-SYSY cells. When cells were overexposed to both
insulin and adiponectin, the insulin-dependent downregu-
lation of IR was fully reversed. Adiponectin pretreatment
also abolished the insulin-dependent upregulation of
PTP1B, known as a promoter of insulin resistance (48).
Interestingly, adiponectin treatment decreased insulin-
dependent phosphorylation of JNK and IRS-15*°7 phos-
phorylation known to impair insulin signaling (49,50).
Our findings demonstrate that in the insulin resistance
state, adiponectin improves neuronal insulin responsiveness
by restoring insulin receptor expression, suppressing PTP1B
expression, and inhibiting both JNK and IRS-15¢%7
phosphorylations.

Obesity is associated with hypoadiponectinemia, con-
sidered an important risk factor for insulin resistance
(24). In contrast, plasma levels of resistin are increased in
obese insulin resistant rodents and humans (8,10,11).
Unequivocally, much evidence causally links resistin to
insulin resistance (8,10,11,19,20). The underlying mech-
anisms remain poorly characterized, particularly at the
neuronal level. Therefore, we assessed whether resistin
could indirectly promote insulin resistance through the
impairment of neuronal adiponectin signaling. We show
that resistin overexposure dramatically reduced the
adiponectin-dependent phosphorylation of Akt and ERK1/2
in SH-SY5Y and mHypo cells. This could be attributed
to the resistin-dependent downregulation of AdipoR1.
We provide the first evidence for a resistin-dependent
downregulation of APPL1. To assess whether resistin
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Figure 7—Effect of chronic resistin treatment on FGF21, FGFRs, KLB, and adiponectin expressions. Male Wistar rats received vehicle or
resistin (2 pg/12 pl/day i.c.v.; pumping rate 0.5 pl/h) during a period of 2 weeks. Male wild-type (WT) C57BL/6J mice or TLR4-KO mice
with the same genetic background were injected intracerebroventricularly with vehicle or resistin (2 j.g/6 plL/day; pumping rate 0.25 pwL/h)
during a period of 3 days. Serum-deprived SH-SY5Y and mHypo cells were treated for 16 h with or without resistin (200 ng/mL). At the end
of the treatment period, relative mRNA expression levels of FGF21, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, and KLB were evaluated by SYBR
Green Real-Time RT-PCR in the hypothalamus of rats (A), wild-type mice (B), and TLR4-KO mice (C) and in peripheral insulin-sensitive
tissues of rats (D). mRNA levels of adiponectin in WAT (E) and plasma levels of adiponectin (F), FGF21 (G), insulin (H), resistin (/), and
glucose (J) in vehicle- and resistin-treated rats. mRNA expression of FGF21, FGFRs, and KLB in control and TLR4-suppressed SH-SY5Y
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action on adiponectin signaling is mediated by TLR4, we
investigated the impact of resistin overexposure on adi-
ponectin signaling in TLR4-depleted SH-SY5Y and mHypo
cells. Consistent with our recent report demonstrating
that resistin, through hypothalamic TLR4, impaired hypo-
thalamic insulin signaling (20), we showed that silencing
TLR4 abrogated the resistin-dependent downregulation of
AdipoR1 and APPL1 and restored insulin- and adiponectin-
dependent Akt phosphorylation. This reveals a new signal-
ing pathway through which resistin promotes insulin
resistance by inducing a TLR4-dependent impairment of
adiponectin signaling in neurons.

We next validated resistin/adiponectin cross talk in
vivo by evaluating the impact of intracerebroventricular
resistin infusion on the hypothalamic and peripheral ex-
pression of APPL1 and adiponectin receptors. We showed
that chronic intracerebroventricular resistin infusion re-
duced the expression levels of AdipoR1/2 in the hypo-
thalamus, liver, musde, and WAT of rats. Importantly,
resistin treatment induced a marked downregulation of
APPL1 in the hypothalamus and liver. We also showed
that intracerebroventricular resistin reduced liver adipo-
nectin responsiveness of rats as evidenced by the impair-
ment of AdipoR1-APPL1 interaction. Similarly, we reported
in mice that intracerebroventricular resistin infusion for
3 days reduced the expression levels of AdipoR1/2 and
APPL1 in the hypothalamus but not in peripheral tissues.
The apparent discrepancy of results between mice and
rats may be explained by genotype disparities as well as
by the differences in the duration of resistin treatment.
Furthermore, we demonstrated in TLR4-KO mice that intra-
cerebroventricular resistin infusion did not impair APPL1 or
AdipoR1/2 hypothalamic expression, suggesting a critical
role of TLR4 in mediating resistin effects on adiponectin
signaling in vivo. These results suggest that central
resistin/TLR4 could promote adiponectin resistance
through the downregulation of AdipoR1/2 and APPL1 at
both hypothalamic and peripheral levels, leading to the
impairment of adiponectin signaling and the abrogation
of the insulin-sensitizing effects of adiponectin, at least in
the liver. Our results present a new mechanistic explana-
tion of previous findings highlighting that altered expres-
sion of APPL1 and adiponectin receptors in obesity
reduces adiponectin sensitivity, leading to insulin re-
sistance and T2D (23,24,27).

APPL1 is an important player in the insulin-mediated
Akt signaling. APPL1 interacts with Akt and blocks
Akt association with its inhibitor TRB3, promoting Akt
activation (27). On the basis of these observations, we
investigated whether intracerebroventricular resistin
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infusion could impair AKT, APPL1, and TRB3 interplay.
Interestingly, coimmunoprecipitation analysis showed
that under basal conditions, intracerebroventricular
resistin reduced APPL1-Akt interaction and enhanced
Akt-TRB3 assodiation. Importantly, the insulin-dependent
association of APPL1 with Akt was abolished, whereas
the AKT-TRB3 interaction was enhanced in resistin-
treated animals. These findings highlight a novel
mechanism of central resistin action toward insulin-
dependent Akt phosphorylation through the blockade
of Akt-APPL1 interaction and the promotion of Akt-
TRB3 association.

Another major finding of the current study is the
characterization of the underlying mechanisms, that
resistin most likely induced insulin resistance through
the induction of FGF21 resistance in the hypothalamus
and peripheral tissues. Indeed, FGF21 has several bene-
ficial effects on insulin sensitivity and glucose and lipid
metabolism (33-37). Subsequent studies reported that
serum FGF21 levels are elevated in obese rodents and
humans (43-45). Additionally, the expression levels of
FGF21 receptors were downregulated in the liver and
WAT of obese mice, leading to metabolic defects of
FGF21, suggesting an obesity-associated FGF21 resistance
(43,44). However, the mechanisms whereby obesity in-
duces FGF21 resistance remained unknown. Consistent
with these observations, we investigated the impact of
chronic intracerebroventricular resistin on the expression
levels of FGF21 and its receptor components in the hypo-
thalamus and peripheral tissues. Importantly, we found that
intracerebroventricular resistin infusion significantly de-
creased the expression levels of FGF21, FGFR1, and KLB in
the hypothalamus of mice and rats. Similarly, resistin-treated
SH-SY5Y and mHypo cells showed a marked diminution of
FGFR1 and KLB expressions associated with a significant
inhibition of FGFR1 phosphorylation, suggesting a direct
effect of resistin on the modulation of FGFR expression
and activity at the neuronal level. Recently, it has been
shown that FGF21 acts directly in the hypothalamus to
modulate energy balance and insulin sensitivity (41,42).
Additionally, mice lacking the KLB gene are refractory to
the insulin-sensitizing effects of FGF21 (42). In line with
these reports, we showed that intracerebroventricular
resistin infusion reduced the expression of FGF21 and
its receptor components FGFR1 and KLB in the hypothal-
amus of rats and mice that could contribute to the defect
of hypothalamic FGF21 signaling. In peripheral tissues,
intracerebroventricular resistin increases FGF21 expression
in the liver and WAT of rats, accompanied by increased dr-
culating levels of FGF21. This was associated with a marked

cells (K). Representative immunoblot analysis of FGF21-dependent phosphorylation of FGFR1 and ERK1/2 in SH-SHS5Y (L) and mHypo (M)
cells treated with or without resistin for 16 h. N: FGFR1 phosphorylation on liver crude membranes from vehicle- and resistin-treated rats.
All data are expressed as means * SEM (n = 3-6 /group). *P < 0.05, *P < 0.01, **P < 0.005 compared with vehicle-treated animals or
control SH-SY5Y cells. Resistin preT, with resistin treatment; W/O preT, without resistin treatment.
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Figure 8 —Schematic illustration of resistin/TLR4-dependent impairment of adiponectin and FGF21 signaling in the hypothalamus and

peripheral insulin-sensitive tissues.

downregulation of FGFR1 expression in both musde and
WAT and decreased KLB expression in WAT.

Next, we examined the role of TLR4 in resistin-dependent
regulation of FGF21 and FGFRs gene expressions. In-
terestingly, we found that the repression of TLR4 in SH-
SYSY cells almost completely abrogates resistin effects.
Importantly, the resistin-dependent downregulation of
FGF21, FGFR1, and KLB in the hypothalamus was
abolished in TLR4-KO mice, suggesting a critical role of
TLR4 in mediating resistin effects on FGF21 signaling
cascade in vivo. Recently, it has been reported that FGF21
upregulates WAT adiponectin expression and secretion
and that FGF21 critically depends on adiponectin to exert
its insulin-sensitizing effect (40). Here, we showed that
central resistin markedly decreased WAT adiponectin ex-
pression, thereby reducing serum adiponectin levels.
This could contribute to the impairment of the insulin-
sensitizing effects of adiponectin in resistin-treated rats.

Thus, we have demonstrated that chronic intracere-
broventricular resistin treatment increased blood glucose
and FGF21 levels and decreased those of adiponectin.
Insulin and resistin plasma levels remained unchanged.
Furthermore, intracerebroventricular resistin treatment
impaired adiponectin action and increased FGF21 plasma
levels, thus promoting hyperglycemia.

In summary, our study brings new insights concerning
the mechanisms involved in resistin-dependent insulin
resistance and provides a novel mechanism by which a
central resistin-TLR4 pathway promotes whole-body

insulin resistance through the impairment of adiponectin
signaling and by promoting FGF21 resistance (Fig. 8).
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Abstract

Autophagy is a non-selective degradation pathway induced in energy-deprived cells and
in non-starved cells by participating in cellular inflammatory responses mainly through
the elimination of injured and aged mitochondria that constitute an important source
of reactive oxygen species. We have previously reported that resistin/TLR4 signaling
pathway induces inflammation and insulin resistance in neuronal cell. However, the
impact of resistin-induced inflammation on neuronal autophagy is unknown. In the
present study, we hypothesized that resistin-induced neuroinflammation could be
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attributed, at least partially, to the impairment of autophagy pathways in neuronal
cells. Our data show that resistin decreases neuronal autophagy as evidenced by the
repression of the main autophagy markers in SH-SY5Y human neuroblastoma cell

line. Furthermore, the silencing of TLR4 completely abolished these effects. Resistin
also inhibits AMPK phosphorylation and increases that of Akt/mTOR contrasting with
activated autophagy where AMPK phosphorylation is augmented and mTOR inhibited.
In vivo, resistin treatment inhibits the mRNA expression of autophagy markers in

the hypothalamus of WT mice but not in T/r4-/- mice. In addition, resistin strongly
diminished LC3 (a marker of autophagy) labeling in the arcuate nucleus of WT mice,

and this effect is abolished in TIr4-/- mice. Taken together, our findings clearly reveal
resistin/TLR4 as a new regulatory pathway of neuronal autophagy.

Journal of Endocrinology
(2018) 238, 77-89

Introduction

Resistin is described as a potential factor in obesity-
mediated insulin resistance and type 2 diabetes (Savage
et al. 2001, Steppan et al. 2001). Resistin is a cysteine-
rich peptide secreted by adipose tissue in rodents and
humans and macrophages in humans (Savage et al. 2001,
Patel et al. 2003), promoting inflammation and insulin
resistance (Savage et al. 2001, Mojiminiyi & Abdella
2007). Furthermore, plasma resistin levels are increased
in obese insulin-resistant rodents and humans (Savage

et al. 2001, Olefsky & Glass 2010), while fasting decreases
resistin mRNA expression (5, 6). In addition, resistin gene
deletion or infusion of resistin antibodies or antisense
oligonucleotides restores insulin responsiveness (Savage
et al. 2001, Muse et al. 2004, Satoh et al. 2004, Qi et al.
2006). Resistin has been also linked to other pathologies
such as atherosclerosis (Reilly et al. 2005). These effects
are mainly attributed to the peripheral action of resistin;
however, resistin expression and action have been reported
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in hypothalamic neurons (Brunetti et al. 2004, Wilkinson
et al. 2005, Benomar et al. 2013) suggesting a potential role
of resistin in the brain. Indeed, central resistin modulates
glucose/lipid metabolism and food intake and impairs liver
insulin sensitivity (Muse et al. 2007, Vasquez et al. 2008).
Resistin also modulates the synthesis and secretion of key
pro-inflammatory cytokines such as TNF-«, IL-6 and IL12
in macrophages via a nuclear factor-xB (NF-xB)-dependent
pathway (Rajal et al. 2003, Olefsky & Glass 2010). We have
recently reported that central resistin treatment inhibited
insulin signaling and promoted neuroinflammation
through TLR-4 via the activation of Jun N-terminal Kinase
(JNK) and p38 mitogen-activated protein kinase (Benomar
et al. 2013). At the cellular level, the activation of resistin/
TLR4 pathway impairs insulin signaling and increases
pro-inflammatory cytokines’ expression deregulating
intrinsic cellular energy homeostasis. Beside, autophagy
is a key mechanism in the maintenance of cellular
homeostasis through subcellular organelle degradation
(Mizushima et al. 2004). Indeed, autophagy is identified
as a non-selective degradation pathway induced when
cells are energy deprived. However, autophagy also
occurs in non-starved cells by degrading cargo materials
as damaged mitochondria, invading pathogens and
aggregate-prone proteins for instance those induced by
many neurodegenerative diseases. Hence, by eliminating
injured and aged mitochondria that constitute an
important source of reactive oxygen species. Thus, in
contrast with resistin action, autophagy reduces cellular
inflammatory responses (De Lavera et al. 2017, Fahy
et al. 2017). However, the impact of resistin on neuronal
autophagyisunknown. Here, we hypothesize that resistin/
TLR4 signaling pathway could affect neuronal autophagy.
Thus, we aimed to (1) determine the impact of resistin/
TLR4 signaling pathway on the expression of autophagy
markers in human neuroblastoma cell line SH-SYSY,
(2) decipher the signaling pathways linking resistin to the
alteration of autophagy and (3) validate in vivo the direct
impact of resistin/TLR4 signaling pathway on autophagy
markers using TLR4-knockout mice.

Materials and methods

Cell culture and stimulation

SH-SYSY human neuroblastoma cells were grown in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Life Technologies)
supplemented with 10% FCS, 2mmol r-glutamine and
100U/mL penicillin. Serum-starved cells were incubated
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in serum-free Dulbecco’s modified Eagle’s medium
for indicated time. Cells were incubated in serum-free
medium for 4h, and then incubated in the presence or
absence of resistin (200ng/mL) (Abcam) during 2 h. The
resistin concentration used is chosen according to our
previous work (Benomar et al. 2013). Cells were then
washed twice with ice-cold PBS prior to protein or RNA
extraction using adequate buffers.

Animal treatment

Adult male C57BL6J mice (27-32 g) and TLR-4-knockout
mice (Jackson Laboratories) were treated with resistin or
vehicle via intracerebroventricular infusion during 3 days.
Briefly, mini-osmotic pumps (model 2002; Alzet, Charles
River, L’Arbresle, France) were implanted under ketamine
(150mg/kg; Vibrac, Lyon, France)/xylazine (Smg/kg;
Rompun; Bayer) anesthesia. Brain infusion cannulas were
stereotaxically placed into the lateral brain ventricle. The
osmotic pumps were housed in a subcutaneous pocket
on the dorsal surface of the animal. The mice were then
infused with either vehicle or resistin (1.2ug/12nlL/day;
pumping rate 0.5uL/h) for 3 days. All animals were
overnight starved and then were Killed (n=6, per
group). The hypothalami were manually dissected and
immediately frozen into liquid nitrogen and conserved
at —80°C. The quality of the dissection was verified by
the measurement of POMC and NPY expression known
to be specific to the hypothalamus. All procedures were
conducted according to the guidelines of laboratory
animal care and were approved by the local government
commission for animal research: Ethics Committee for
animal experimentation of Paris Center and South # 59
(France), with authorization # 91-467.

Western blot analysis

Protein lysates from SH-SYSY cells were prepared and
analyzed by Western blot. Equal amount of total protein
extracts (30 ug) were separated in SDS-PAGE, using 10%
gels. Then, protein samples were transferred to PVDF
membrane (Millipore). The membranes were blocked
with 5% BSA in Tris-buffered saline containing 0.1%
Tween20 (TBST) for 1h at room temperature and then
incubated overnight with the primary antibodies at 4°C.
The primary antibodies used according to manufacturers’
recommendations and all antibodies were from Cell
Signaling Technology: LC3A/B, ATG7, P62, phospho
(p)-AKT (ser473), AKT, p-mTOR (ser2448), mTOR, AMPK,
p-AMPK, p-tubulin and TLR4. Blots were then incubated
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with secondary mouse or rabbit antibodies coupled to
horseradish peroxidase for 1h at room temperature.
Chemiluminescence signal was developed using a Western
Bright ECL kit (Advansta Ins., CA, USA). The blots were
finally scanned using the Carestream Molecular Imaging
System 4000MM PRO (Carestream Health Inc., CT, USA).
Semi-quantitative analysis of the relative density of the
bands in Western blots was performed using Carestream
software. The protein expression levels were normalized
to p-tubulin expression.

Autophagic flux measurement: LC3Il turnover assay

The LC3II turnover assay measures the amount of LC3II
delivered to the lysosomes by comparing the LC3II
amounts in the presence and absence of the lysosomal
inhibitor NH,Cl (10mM) (MERK, Darmstadt, Germany).
Autophagic flux, expressed as ‘LC3II net flux’, was
determined by subtracting the densitometric value of LC31I
amount in samples non-treated with lysosomal inhibitor
(LC3II-NH,C]) from the corresponding sample treated
with lysosomal inhibitor (LC311+NH,CI). This calculation
was performed for each experimental condition tested.
For each independent experiment, results were expressed
as percentage of control.

RNA extraction and quantitative real-time RT-PCR

Total RNA was extracted from cells using TRIzol
reagent according to manufacturer’s instructions
(Life  Technologies). ~ RNA  concentration  and
purity were measured using a NanoDrop ND1000
spectrophotometer  (ThermoFisher Scientific). RNA
(0.5ng) was subjected to reverse transcriptase and then
to quantitative PCR analysis using specific primer pairs
that target LC3A (sense S5'GCTGAACCCCACGCA3/,

antisense S'GTCCTCGTCTTTCTCCTGCT3),
LC3B (sense 5’ AGCATCCAACCAAAATCCCGS3;
antisense 5’ TCACCAACAGGAAGAAGGCT),
ATG7 (sense 5! TTGATGGGTTGGGGCGTGI,
antisense S'TCACAGGATTGGAGTAGGAGAT3),
Beclin-1 (sense 5 CCCGTGGAATGGAATGAGATS3,
antisense 5 CCCGTGGAATGGAATGAGAT3),
TLR4 (sense S'GACTTGCGGGTTCTACATCA3’,
antisense o CATAGGGTTCAGGGACAGGT3)),
IL6 (sense 5 TCCTCCTGGTGTTGCCTGCT3;
antisense S'TGAGTGGCTGTCTGTCTGGGG3I'),
TNFa (5'GCTCCAGGCGGTGCCTTGTTC3;
antisense  S’AGGCTTGTCACTCGGGGTTC3’), p-actin

Resistin regulates neuronal 238:1 79
autophagy
(sense S'ATCGTGCGTGACATTAAGGAGAAG3/,

antisense 5 AGGAAGGAAGGCTGGAAGAGTG3'). The
PCR is performed in the Step One apparatus (Applied
Biosystems), using Fast SYBR Green Master Mix (Ozyme,
Saint-Quentin-en-Yvelinne, France). A ratio of specific
mRNA/p-actin mRNA amplification was calculated to
normalize the expression levels.

Immunofluorescence microscopy

SH-SYSY cells were washed three times with PBS and
then fixed with 4% paraformaldehyde for 15min. Cells
were permeabilized and blocked with 0.1% trixon-100,
0.2% fish gelatin and 2% donkey serum for 1h. Cells
were incubated with primary antibody anti-LC3 (1:100;
Cell Signaling Technology) overnight at 4°C. Cells were
then washed in PBS and incubated for one hour at
room temperature with secondary antibody Alexa-Fluor
488 (1:500; Life Technologies). The nuclei were stained
with DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) (1:3000,
Thermo,). Cells were analyzed on a ZEISS LSM 880
Confocal Laser Scanning Microscope with Zen software.
The procedure was performed for three independent
cell culture preparations. Quantification of LC3 puncta
immunereactivity per cell was performed (>20 cells per
group) and imaging procedures were calculated by Image]
software (NIH). The results were expressed as the relative
amount compared with control.

For hypothalamic immunofluorescence, brains were
subjected to fixation-infusion with 4% paraformaldehyde/
PBS. The frozen sections in the coronal plane through the
mouse hypothalamus were processed for LC3 (autophagy
marker) and NeuN (neuronal marker) immunoreactivities
using standard immunohistochemical procedures. Briefly,
sections were first incubated with 50mM NH,CI for
20min and were blocked/permeabilized with a solution
containing 0.1% Triton X-100, 0.2% fish gelatin, 2%
normal donkey serum for 1h at room temperature.
Then, sections were incubated overnight at 4°C with
rabbit anti-LC3 (1:100; Cell Signaling Technology)
and mouse anti-NeuN (1:1000; Millipore) antibodies.
Immunofluorescence was performed with a combination
of Alexa-Fluor 488- or Alexa-Fluor 568-labeled anti-
mouse or anti-rabbit (1:400; Life Technologies) and DAPI
(Sigma-Aldrich) in order to identify cell nuclei. Images
were captured on a Zeiss LSM-700 confocal microscope.
Quantification was performed in a blinded fashion on
anatomically matched brain regions identified in x20
images. Both sides of bilateral structures of the ARC were

httpi/fjoe.endocrinology-journals.org
https//doi.org/10.1530/JOE-18-0096

© 2018 Society for Endocrinology
Published by Bioscientifica Ltd.
Printed in Great Britain

Downloaded from Bioscientifica.com at 10/15/2018 03:05.18PM
Via free access

132



Journal of J Miao etal.
Endocrinology

counted on three slides per animal, and replicate values
from each animal were individually averaged. For LC3
immunofluorescence, cell puncta were counted manually
within pre-specified regions of interest using ImageJ.

Gene silencing using siRNA

A pool of specific siRNA duplexes targeting human TLR4
gene and non-targeting siRNA (sicontrol) were purchased
from ThermoFisher Scientific. Transfection of TLR4 and
control siRNA into SH-SYSY cells was performed using
Lipofectamine 2000 (Life Technologies) transfection
reagent according to the manufacturer’s guidelines.
Downregulation of the TLR4 protein synthesis and TLR4
mRNA following siRNA transfection was evidenced by
Western blot analysis and real-time RT-PCR.

Data analysis and statistics

Statistical analysis was performed using ANOVA and
Fisher post hoc test (SPSS 16.0 software) to detect
significant intergroup differences. Data are presented
as meants.n., and a P value <0.05 was considered
statistically significant.
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Results

Impact of serum starvation on autophagy markers in
SH-SY5Y human neuroblastoma cells

To determine the impact of serum starvation on autophagy,
SH-SYSY human neuroblastoma cells were serum-starved at
the indicated times and then incubated with or without
serum for 30min (RF). The expression levels of autophagy
markers were quantified by Western blot and qRT-PCR. The
serum starvation for 4 h significantly increased the protein
expression levels of the microtubule-associated protein 1
light chain 3 (LC3-I and LC3-II), known as components
of the autophagic vacuole membranes, and then
LC3I/LC3II expression returned to the basal level, measured
in cells maintained with serum, after 16h of starvation
(Fig. 1A and B) The serum starvation-induced LC3II/LC3I
overexpression was abolished after 30 min of serum addition
(cell re-feeding) (RF) (Fig. 1A and B). We have also shown
that serum starvation increased expression of both variants
of LC3 gene LC3A and LC3B. One-hour serum starvation
significantly increased LC3A expression (Fig. 1F). This
augmentation was maintained during 16h of starvation
with a peak at 4h. The addition of serum did reduce LC3A
expression in cells serum-starved for 4h or 16 h but in those
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Serum starvation increases autophagy in human neuroblastoma SH-SY5Y cells. SH-SYSY cells were incubated with serum (+5) or without serum (-S) for
indicated time or refed (RF) for 30 min. Western blot analyses were performed using anti-LC3 or anti-ATG7 (A) or anti-p62 (D) or p-tubilin (A). The results
are expressed as ratio of LC3 II/LC3 | (B), ATG7/p-tubulin (C) or p62/p-tubulin (E). In parallel, total mMRNA were prepared from cells and subjected to
gRT-PCR using adequate primers in order to measure the expression levels of LC3A (F), LC3B (G), ATG7 (H) or Beclin (1). The results were normalized to
f-actin. All the results are expressed as means +s.o. (n=3/group). Different letters indicate significant differences with P<0.05. Each blot for LG3, ATG7,

p62 or p-tubilin is part of the same gel without any division or insertion.
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starved for 1 or 2h Fig. 1F). LC3B expression was less affected
by serum starvation, except after 4h where its expression
exhibited a significant augmentation (Fig. 1G). We have
also measured the expression ATG7, autophagy-related
7 that encodes an El-like-activating enzyme essential for
autophagy initiation and vacuole formation. ATG7 protein
expression was increased in response to serum starvation
since the first hour, and this augmentation was maintained
during 16 hours of starvation (Fig. 1A and C). The addition
of serum after 1, 2 or 4h of starvation significantly
reduced ATG7 expression (Fig. 1C). At the mRNA level,
ATG7 expression was augmented after 4 and 16 hours of
starvation and declined after 2h (Fig. 1H). Furthermore, we
measured the expression of Beclin-1, which is involved in
the initiation of autophagosome formation. We showed
that 4- and 16-h serum starvation increased its expression
that was abolished by the addition of serum (Fig. 1I).
Finally, we measured the expression of p62 known as the
specific autophagic substrate that declines when autophagy
is activated. We showed that serum deprivation for 2, 4 and
16 h significantly reduced p62 expression and the addition
of serum for 30 min was not able to restore the basal level
of p62 expression (Fig. 1D and E).
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Resistin reduces the starvation-induced autophagy
and increases inflammation

To investigate the effect of resistin on autophagy, SH-SYSY
cells were serum starved for various periods of time in
the presence or absence of resistin. Resistin significantly
reduced LC3-1I/LC3I ratio induced by 2 or 4 h of starvation
(Fig. 2A and B). Resistin treatment decreased LC3A
expression induced by 1, 4 or 16h of serum starvation
(Fig. 2F). LC3B expression was less affected by resistin
treatment, except after 1 or 4h of starvation (Fig. 2G).
Resistin also significantly reduced ATG7 expression at the
protein and mRNA levels since 1 h of serum starvation till
16h (Fig. 2A, C and H). Furthermore, the cell exposure
to resistin diminished the expression of Beclin-1 after 4h
of serum starvation (Fig. 2I). The serum starvation also
downregulated p62 from 1 to 16h (Fig. 2D and E) and
resistin treatment transiently recovered p62 expression
in cells starved for 1 or 2h (Fig. 2D and E). Furthermore,
following 4h of resistin treatment, serum-starved cells
exhibited a higher expression of pro-inflammatory
markers IL6 and TNFa as compared to control
cells (Fig. 2J).
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Resistin reduces autophagy and increases inflammation in SH-SY5Y cells. Cells were serum-starved during 4h and then incubated with resistin (200 ng/
mL) (R) or without resistin (=S) for 1, 2, 4 and 16 h. Control cells were maintained in the presence of serum (+5). Western blot analyses were performed
using anti-LC3 and anti-ATG7 (A), P62 (D). The proteins on the blots were revealed by ECL and bands were quantified by densitometry. The results are
expressed as ratio of LC3 II/LC3 | (B), ATG7/p-tubulin (C) and P62/p-tubulin (E). LC3A (F), LC3B (G), ATG7 (H), Beclin-1 (1), IL6 (1) and TNFax (J) mRNA
expression levels were measured by real-time RT-PCR. All the results are expressed as means +s.o0. (n=3/group). Different letters indicate significant
differences with P<0.05. For IL6 and TNFq, * indicates P<0.05 when comparing control cells to cells treated with resistin. Each blot for LC3, ATG7, p62 or

fp-tubilin is part of the same gel without any division or insertion.
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Resistin reduces LG3II net flux. (A) LC3 expression was assessed by immunocytochemistry assay. SH-SY5Y was labeled for LC3 using anti-LC3 antibodies
(green) and DAPI (blue, nuclei). Figures are representative of three independent experiments (bar =20 pm). Cells were pretreated with inhibitor NH,Cl
(10mM) (an inhibitor of lysosomal degradation) or without NH,Cl for 1h in the presence or not of resistin. (B) Quantification of the number of LC3
puncta immunoreactivity (green) per cell in each condition (>20 cells per group). All data are means+s.o. (n=3-6/group). (C) Protein lysates of SH-SY5Y
cells that were incubated with serum or without serum, in the presence or absence of resistin and pretreated or not with NH,d (10 mM) were subjected
to Western blot using anti-LC3 antibodies and normalized to p-tubilin. (D) Values of LC3II net flux were determined by substracting the densitometric
values of LC3Il amount in NH,CL untreated cells from the corresponding cells treated with NH,Cl. All the results are expressed as means+s.o. (n=3-6/
group). 2b<deDenote significant difference at P<0.05 by ANOVA and Fisher post hoc test. Each blot for LC3 or p-tubilin is part of the same gel without
any division or insertion.

Resistin inhibits autophagic flux delivered to the lysosomes by comparing the LC3-1I
amounts in the presence and absence NH,Cl (LC3-II net
flux). We found that resistin reduced starvation-induced
LC3-II net flux in SH-SYSY cells (Fig. 3C and D).

To further investigate the inhibition of autophagy
by resistin, we have measured LC3 expression levels
in the absence or presence of NH,Cl, an inhibitor of
autophagosomal degradation. Indeed, LC3 is degraded

at the final stages of autophagy, and in the presence of
NH,CI, LC3 is accumulated as evidenced by LC3 puncta
immunoreactivity in serum-starved cells as compared to
non-starved cells (Fig. 3A). Despite the presence of NH,Cl,
resistin significantly diminished the LC3 accumulation
(Fig. 3A and B). We next determined autophagic flux by
the LC3II turnover through the measurement of LC3-II

Resistin acts on signaling pathways implicated in
serum starvation-induced autophagy

To investigate the possible mechanisms underlying the
resistin-dependent inhibition of autophagy, we examined
AMPK-mTOR pathways. Indeed, AMPK is known as an
inducer of autophagy through different mechanisms
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Resistin inhibits AMPk phosphorylation and activates Akt/mTOR pathway. SH-SY5Y cells were incubated in the absence or presence of serum for 4h or in
the absence of serum and in the presence of resistin (200ng/mL) during 2 h. Cell lysates were subjected to Western blot in order to measure AMPK, Akt
and mTOR phosphorylation. TLR4 was also measured and all blots were normalized to total proteins and p-tubulin (panel A). The results were expressed
as ratio of p-AMPK/total-AMPK, p-Akt/total-Akt, TLR-4/p-tubulin (panel B). Results are expressed as meanszs.o. (n=3/group). Different letters indicate
significant differences with P<0.05. Each blot for TLR4, p-AMPK, t-AMPK, p-Akt, tAkt, p-mTOR, t-mTor or p-tubilin is part of the same gel without any

division or insertion.

including the inhibition of PI3K-mTOR pathway. We have
previously shown that resistin binds to TLR4, here we
confirmed the upregulation of TLR4 in serum-starved cells
treated with resistin (Fig. 4A and B). Our data also showed
that resistin decreased AMPK phosphorylation in serum-
starved cells (Fig. 4A and B). In contrast, serum deprivation
decreased both Akt and mTOR phosphorylation that
were recovered by resistin treatment (Fig. 4A and B). This
suggests that resistin could modulate autophagy process
through the inhibition of AMPK phosphorylation and the
activation Akt-mTOR signaling pathways.

Resistin inhibits autophagy through TLR4

We have previously shown that resistin/TLR4
signaling pathway promotes insulin resistance and
neuroinflammation (13). In order to investigate whether
resistin inhibits autophagy through TLR4, this receptor
was silenced in SH-SYSY cells using siRNA strategy leading
to marked downregulation of TLR4 expression at both
mRNA and protein levels (Fig. SA, B and C). Here, we have
shown that resistin treatment reduced the starvation-
induced upregulation of LC3I (Fig. SD and E) and LC3II
(Fig. SD and E). LC3A and LC3B mRNA expressions
were also inhibited by resistin treatment (Fig. SI and J).
Similar results were found concerning the expression of

ATG7 at both protein and mRNA levels (Fig. 5D, F and
K). These effects were abolished in cells expressing siTLR4
(Fig. 5). We have also shown that Beclin-1 expression was
slightly, but not significantly, inhibited by resistin and in
cells lacking TLR-4, this effect is abolished (Fig. S5L). The
starvation-induced downregulation of p62 was partially
but significantly diminished by resistin treatment (Fig. 5G
and H), this effect was strongly decreased in siTLR4 cells
(Fig. 5G and H).

To further assess the role of resistin/TLR4 signaling
pathway on autophagy, we measured LC3 expression in
the presence of NH,Cl. We have shown that the resistin-
induced diminution of LC3I and LC3II in the presence of
NH,Cl was completely abolished in siTLR4 cells (Fig. 6A and
B). Furthermore, TLR4 silencing abolished the inhibitory
effect of resistin on AMPK phosphorylation (Fig. 6C and
D) and the resistin-dependent phosphorylation of Akt
and mTOR (Fig. 6C, E and F).

Wehavealso investigated the impact of TLR4 silencing
on LC3 expression and accumulation in the presence
of NH,Cl using immunohistochemistry approach. We
confirmed that resistin reduced the accumulation of LC3
in the presence NH,Cl in serum-starved cells (Fig. 7A and
B). In siTLR4 cells, resistin effect was strongly diminished
as evidenced by a higher LC3 accumulation in the presence
of NH,Cl as compared to control cells (Fig. 7A and B).

httpi/fjoe.endocrinology-journals.org
https//doi.org/10.1530/JOE-18-0096

© 2018 Society for Endocrinology
Published by Bioscientifica Ltd.
Printed in Great Britain

Downloaded from Bioscientifica.com at 10/15/2018 03:05.18PM
Via free access

136



J Miao etal.

Journal of

Resistin regulates neuronal 238:1 84
autophagy

Endocrinology

A B £ 18
2
8
=
iin
Control SIRNA__T1LRA SIRNA _—§§ b
ZZo0s
TLR-4 B B RS RS ze
B Tubulin S——————— — éf
- o
Control SRNA  TLRA siRNA
4 Y G0 W ERun L4 4 045 @5 @Rsckin
5 z &
E_s
e » b & is $ b
= g 2 8%z
gs B i 2 3
=T B " L B
3 e g
3 ol s . < g
Cantrol SRNA TUR4NRNA Contiod SiRNA TLRS WRNA
P @
S 005 w5 Rmatn e ©45 w5 amanin
5 3
< <
2 2
4] (]
€ b b €
< £
g © be 3
q 2 Q2
& g @ &
= @
& 2
Soe S
= Control siRNA TLRE SiRNA Control SIRNA. TLRA SIRNA
Figure 5

+S £

TLR-4sctin mRNA levels
&
.

o
Control siRNA TLR4 5iRNA

H
3
z
B i AR fo
EIEE £= 5
Resistin_ = - + - - + R
re: T >« R
Prubitin R g
Control SIRNA TLR4 sIRNA
2
2 ]
2 g°
2 2
= =<
g g
4
Z be <
8 g b b
2
E %2
= =
& S
g z,
= Control sikNA TLR4 SIRNA & Control siRNA TLR4 siRNA
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results were expressed as the ratio of LG3II/LC3I (E) and ATG 7/-tubulin (F) (n=3). (G) Immunoblots for p62 in the presence or absence of serum, and in
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Resistin inhibits autophagy and increases
inflammation in the hypothalamus through TLR4

We next studied in vivo the impact of resistin on
autophagy. For this purpose, we measured the expression
of autophagy markers in the hypothalamus of WT mice
and Tlr4-/- mice in response to resistin treatment. This
treatment significantly reduced LC3A, LC3B, ATG7 and
Beclin-1 mRNAs expression in WT mice (Fig. 84, B, C and
D). Importantly, resistin effect was completely abolished
in the hypothalamus of TIr4-/- mice (Fig. 8A, B, C and
D). Resistin treatment also increased the expression
of pro-inflammatory cytokines IL6 and TNFa in the
hypothalamus of WT mice but not in TIr4-/- mice (Fig. 8E
and F). To further investigate the impact of resistin on
autophagy, we measured the LC3 immunofluorescence
in the arcuate nucleus in response to resistin in
WT and Tlr4-/- mice. We showed that resistin ICV
treatment for 3 days significantly reduced LC3 neuronal
immunofluorescence (Fig. 9A and B). Resistin effect on
LC3 inmmunofluorescence is completely abolished in
Tlr4-/- mice (Fig. 9C and D).

Discussion

In the current study, we hypothesized that the
activation of resistin/TLR4 signaling pathway could
compromise autophagy in neuronal cells. Using human
neuroblastoma SH-SYSY cell line, we show that resistin
treatment inhibits autophagy and increases inflammation
in a TLR4-dependent manner TLR4. We also show that
resistin activates Akt and mTOR phosphorylation and
reduces that of AMPK. This could constitute the signaling
pathways implicated in the resistin-dependent inhibition
of autophagy. This study also shows that resistin is able to
inhibit autophagy and to increase inflammation in mice
hypothalamus through TLR4.

Recent studies associate compromised autophagy
with the onset of obesity, insulin resistance and type 2
diabetes (Mizunoe et al. 2017, Moller et al. 2017). These
metabolic disorders are characterized by the alteration of
energy homeostasis control and low-grade inflammation
status. The link between obesity and insulin resistance
has been recognized for decades as reported in recent
findings (Kahn & Flier 2000, Wellen & Hotamisligil 2003,
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Benomar et al. 2016). In this context, inflammation is a
common feature of obesity, insulin resistance and type
2 diabetes. Beside the deleterious effect of inflammation
on peripheral tissues, its impact at the neuronal level
especially in the hypothalamus is now recognized as
a strong promoter of overall insulin resistance and
inflammation (Thaler & Schwartz 2010, Cai & Lin 2011).
Recent studies reported a novel mechanism linking
neuroinflammation to whole-body insulin resistance
onset orchestrated by resistin, an adipokine, which acts
through the activation of hypothalamic TLR4 signaling
pathway (Benomar et al. 2013, 2016). This promotes
both hypothalamic and peripheral inflammation leading
to the alteration of insulin, adiponectin and FGF21
signaling (Benomar et al. 2016). Furthermore, it has been
reported that neuroinflammation impairs autophagy
(Bosch & Kichian 2015, Su et al. 2016, Yerra & Kumar
2017), but the impact of resistin on autophagy was
not yet investigated and remains unknown. Here, we
used human neuroblastoma SH-SYSY cell line as model
to decipher the mechanism by which resistin could
potentially affect neuronal autophagy. We firstly showed
that serum starvation increases autophagy as evidenced
by the higher expression of autophagy markers. This
is in good agreement with previously published data
showing that cell energy restriction increased autophagy
to fulfill cell energy needs (Yang et al. 2016). We show

that resistin inhibits starvation-induced autophagy, and
this effect is exacerbated in the presence of NH,Cl, an
inhibitor of autophagosomal degradation. Thus, resistin
strongly diminished LC3II net flux. This is the first study
demonstrating the role of resistin in the inhibition of
neuronal autophagy. Thus, besides its deleterious effects
such neuroinflammation and the alteration of both insulin
and adiponectin signaling at the neuronal level (Benomar
et al. 2013, 2016), resistin inhibits neuronal autophagy,
which is considered as a neuronal protective mechanism
during fasting conditions or nutrient deprivation (Du
etal. 2009, Alirezaci et al. 2010). Furthermore, we decipher
the signaling pathways involved in resistin action
and demonstrate that resistin reduced the starvation-
induced AMPK phosphorylation. Indeed, this is in good
agreement with previous reports demonstrating that
AMPK phosphorylation promotes autophagy in the
hypothalamus and increases NPY and decreases POMC
expressions (Oh et al. 2016). Resistin treatment also
increased mTOR and Akt phosphorylation contributing
most likely to the inhibition of neuronal autophagy.
This finding corroborates with previous reports where
the inhibition of mTOR promoted autophagy (Lee et al.
2010, Alers et al. 2012). Interestingly, our findings show
that resistin increased the expression of TLR4, the binding
site for resistin (Benomar et al. 2013); this may further
potentiate the resistin-induced inhibition of neuronal
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Figure 7

The immunohistochemical distribution of LC3 is inhibited by resistin in TLR4-dependent manner even in the presence of NH,Cl. (A) LC3 distribution was
assessed by immunocytochemistry assay. SH-SY5Y was labeled for LC3 using anti-LC3 antibodies (green) and DAPI (blue, nuclei). Figures are
representative of three independent experiments (bar = 20 um). siControl or siTLR4 Cells were pretreated with inhibitor NH,Cl (10mM) (an inhibitor of
lysosomal degradation) or without NH,Cl for 1h in the presence or not of resistin. (B) Quantification of the number of LC3 puncta immunoreactivity
(green) per cell in each condition (>20 cells per group). All data are means +s.o. (n=3-6/group). Different letters indicate a significant difference with
P<0.05.

autophagy markers at the mRNA levels; however, the
underlying mechanisms are unknown. Taken together,

autophagy. This is further evidenced in si-TLR4 neuronal
cells where resistin was unable to diminish or increase

AMPK or mTOR/Akt phosphorylation, respectively. It
is noteworthy to indicate that resistin is able to inhibit
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these data indicate that resistin compromises neuronal
autophagy through TLR4. Importantly, this finding was
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Resistin/TLR4 pathway decreases autophagy and increases inflammation in mice hypothalamus. Male WT C57BL mice or TLR-4-knockout mice were
treated through ICV route by resistin (1.2 pg/day) or placebo for 3 days. At the end of the infusion period, the animals were killed. LC31 (A), LC3II (B),

ATG7 (C), Beclin-1 (D), TNFx (E) and IL6 (F) mRNA were measured by real-time RT-PCR in hypothalamus of mice. Results were normalized to f-actin. All
data are expressed as means +s.o. (n=3-6/group). * and ** indicate respectively P<0.05 and P<0.005 when comparing control to resistin treatment.
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Figure 9

Resistin/TLR4 pathway decreases hypothalamic neuronal LC3 immunofluorescence. Immunofluorescence detection of LC3 protein (autophagy marker)
and NeuN (neuronal marker) was performed in coronal sections of hypothalamus (20 pm) from mice (n=2) that have received 3-day ICV resistin infusion
(1.2 ug/day/mice) or saline. WT or TLR—/— mice were used. (A, B and C) LC3 and NeuN staining throughout the ARC of Wt mice that received 3-day ICV of
saline. (D, E and F) LC3 and NeuN staining of Wt mice ARC that received 3-day ICV of resistin. (A) Low-magnification view (original magnification (x40)).
The dashed box represents the view in B. (B) Higher-magnification view (zoom x 2, original magnification (x40)). The dashed box represents the view in
C. (Q) Higher-magnification view (zoom x 6, original magnification (x40)). (D) Low-magnification view (original magnification (x40)). The dashed box
represents the view in E. (E) Higher-magnification view (zoom x 2, original magnification (x40)). The dashed box represents the view in F. (F) Higher-
magnification view (zoom x 6, original magnification (x40)). Scale bar 10um, 3V third ventricle. (G) Quantification of the number of LC3 puncta
immunoreactivity (red) per cell in each condition (>20 cells per group). All data are means+s.o. *** indicates P<0.01. (H, | and J) LC3 and NeuN staining
throughout the ARC of KO TLR4 mice that received 3-day ICV of saline. (K, L and M) LG and NeuN staining throughout the ARC of KO TLR4 mice that
received 3-day ICV of resistin. (H) Low-magnification view (original magnification (x40). The dashed box represents the view in 1. (I) Higher-magnification
view (zoom x 2, original magnification (x40)). The dashed box represents the view in J. (J) Higher-magnification view (zoom x 6, original magnification
(x40)). (K) Low-magnification view (original magnification (x40). The dashed box represents the view in K. (K) Higher-magnification view (zoom x 2,
original magnification (x40)). The dashed box represents the view in M. (M) Higher-magnification view (zoom x 6, original magnification (x40)). Scale
bar 10um, 3V third ventricle. (N) Quantification of the number of LC3 puncta immunoreactivity (red) per cell in each condition (>20 cells per group).

confirmed in vivo using mice lacking TLR4, where the
resistin-dependent inhibition of autophagy is completely
abolished. We have chosen the ICV route for resistin
because we aimed to investigate the role of central resistin
on hypothalamic autophagy to validate data obtained in
cell model. Indeed, resistin intravenous or intraperitoneal

treatment might implicate other peripheral components
(for instance, inflammatory cytokines) and thus the
direct effect of resistin on hypothalamic autophagy
would be difficult to evaluate. For the same reasons, we
have used mice-fed chow diet and not HFD, in order
to only evaluate the effect of central resistin without
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interference of metabolic or hormonal changes induced
by HFD. However, as we have clearly established the role
of central resistin, it would be interesting to evaluate
resistin effects on HFD context in order to mimic the
human situation. Furthermore, our investigation is also
limited because we did not perform power analysis of the
animals needed. Indeed, we have introduced the mice
model in order to validate the direct resistin/TLR4 effects
on hypothalamic autophagy. Thus, further experiments
with more animals are needed to investigate the impact
of HFD on hypothalamic resistin-dependent inhibition
of autophagy. The implication of TLR4 as a negative
regulator of autophagy has been previously reported at the
cardiac level where TLR4 knockout promoted autophagy
in a context of HFD (Hu & Zhang 2017). Furthermore,
we have previously demonstrated that resistin/TLR4
signaling pathway at the neuronal level directly activates
inflammatory pathways such as JNK, p38 MAP Kinase
and induces IL6 and TNFa expression contributing to
the low-grade inflammation (Benomar et al. 2013). This
inflammatory status contributes to the deregulation of
cellular energy homeostasis that is evidenced by a deep
alteration of autophagy. However, one limitation of
our study is that we cannot translate these findings to
humans. Indeed, further in vivo experiments are needed
for the translation of the results to the clinic.

In summary, our study reveals resistin/TLR4 signaling
pathway as a novel mechanism for the negative regulation
of autophagy at the neuronal and hypothalamic levels.
Indeed, our findings clearly link resistin-induced low-
grade inflammation to the impairment of neuronal
autophagy. In conclusion, our findings could contribute
to the understanding of the underlying mechanisms
linking neuroinflammation to the alteration of neuronal
autophagy.
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Abstract

Resistin promotes hypothalamic neuroinflammation and insulin resistance through Toll like
receptor 4 (TLR4), this hormone is thought to be a link between obesity and insulin-resis-
tance. Indeed, resistin plasma levels are higher in obese and insulin resistant subjects. How-
ever, the impact of maternal resistin on the predisposition of offspring to hypothalamic
neuroinflammation is unknown. Here, female mice were treated with resistin during gesta-
tion/lactation periods, then hypothalamic neuroinflammation was investigated in male off-
spring at p28 and p90. At p28, resistin increased the expression of inflammation markers
(IL6, TNFa and NFkB) and TLR4 in the hypothalamus and decreased both hypothalamic
insulin and leptin receptors’ expression. The hypothalamic up-regulation IL6, TNFa and
TLR4 was sustained until p90 promoting most likely hypothalamic inflammation. Maternal
resistin also increased IL6 and TNFa in the adipose tissue of offspring at p90 associated
with a higher body weight gain. In contrast, liver and muscle were not affected. These find-
ings reveal that the augmentation of maternal resistin during gestation and lactation pro-
motes hypothalamic and adipose tissue inflammation of offspring as evidenced by
sustained increase of inflammation markers from weaning to adulthood. Thus, maternal
resistin programs offspring hypothalamic and adipose tissue inflammation predisposing
then offspring to body weight gain.

Introduction

The low-grade inflammation in obese, insulin-resistant or type-2 diabetes subjects is an impor-
tant issue in developmental programming of inflammation and its long-term consequences on
offspring [1, 2]. Indeed, hypercaloric maternal diet programs inflammation in offspring tissues
[3-6]. Moreover, accumulated evidences suggest that changes of inflammatory markers in
early life could have a strong impact on the prevalence of metabolic and cardiovascular dis-
eases [7-9]. It has been suggested that offspring inflammation is promoted by LPS-induced
maternal inflammation. This treatment led to strong changes in offspring immune system
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evidenced by more pro-inflammatory macrophages M1 and a higher Interleukin-1p (IL1p)
production [10, 11]. It is also well documented that maternal obesity increased pro-inflamma-
tory cytokine in the placenta enhancing then inflammatory responses of offspring. Further-
more, fatty acids, cholesterol, and triglyceride plasma levels were increased in fetuses born to
obese ewes that also exhibited up-regulated Toll Like Receptor 4 (TLR4), Nuclear Factor-
kappa B (NFkB) and c-Jun N-Terminal kinase (JNK) [12]. TLR4 is considered as the binding
site for LPS and, more recently TLR4 was described as a receptor for resistin, an adipokine [13,
14]. Resistin is implicated in the onset of low-grade inflammation found in obese or insulin
resistant rodent models [15, 16]. Indeed, resistin decreases insulin responsiveness and contrib-
utes to the onset of type 2 diabetes [17]. Interestingly, intracerebroventricular (ICV) resistin
treatment induces overall inflammation and insulin resistance through the activation of hypo-
thalamic TLR4 signaling pathway. This treatment also altered both adiponectin and FGF21
signaling pathways known as insulin sensitizers [18]. These findings are in line with previous
studies suggesting that resistin links obesity to insulin resistance [17]. The impact of resistin
during pregnancy on the placenta and offspring has been suspected. Indeed, resistin is
expressed in human placenta, and it has been suggested that placental resistin modulates insu-
lin sensitivity during pregnancy [19]. Furthermore, resistin plasma levels are increased in
women with gestational diabetes [20-22]. However, this augmentation remains controversial,
since other studies reported that gestational diabetes does not affect plasma resistin levels [23].
Moreover, several studies reported high resistin plasma levels in pregnant women as compared
to non-pregnant women [22, 24]. It has been also reported that TLR4 was highly expressed in
the placenta of obese women as compared to lean women, suggesting the implication of TLR4
in placental inflammation that could affect the fetus [25]. Based on our previous findings dem-
onstrating the implication of hypothalamic resistin/TLR4 signaling pathway in the onset of
inflammation and insulin resistance [14], we hypothesized that maternal resistin could be
implicated in the predisposition of offspring to inflammation and insulin resistance especially
when subjected to inappropriate diet such as HFD. Indeed, the role and the implication of
maternal resistin on the development of inflammation in offspring are still unknown especially
at the hypothalamic level. Thus, in the present study, we aim to investigate whether maternal
resistin has long-term effects on the predisposition of offspring to develop inflammation and
metabolic disorders when subjected to HFD, with a special focus on hypothalamic neuroin-
flammation, termed as perinatal programmed hypothalamic inflammation. Indeed, HFD is
known to promote inflammation and in this study feeding CC and CR offspring with HFD
from p60 to p90 will respond to the question whether offspring born to dams treated with
resistin (CR group) are prone to hypothalamic inflammation and alterations of metabolic
parameters as compared CC group. For this purpose, pregnant mice were treated with resistin
during gestation and lactation and then we analyzed the expression of inflammation markers
in the hypothalamus and adipose tissue together with body weight gain and metabolic parame-
ters of male offspring at p28 and adult mice following a 30 days HFD challenge.

Methods
Animals

Swiss adult female mice (Janvier labs) were randomly divided in 2 groups in individual cages,
in a temperature-controlled environment with 12-h light 12-h dark cycles and unrestricted
access to water and standard chow diet (SAFE, Augy, France). Housing females were mated
with Swiss CD1 males during two days. All experimental procedures were performed accord-
ing to the institutional guidelines of laboratory animal care and approved by the governmental
commission of animal research: Ethic Committee for animal experimentation of Paris Center
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and South # 59 (France), with authorization # 2016-3. The number of animals used in each
group has been determined after power test analysis using R Software Two Sample t-test calcu-
lation (RemdrPlugin.IPSUR) as previously described [26]. Pregnant females were maintained
in individual cages and during pregnancy; dams were daily injected intraperitoneally with
physiologic saline (CC for Chow Diet Control group) or with human Resistin (obtained from
Shenandoah Biotechnology, Warwick, PA, USA) at a dose of 20ug/animal (CR for Chow diet
Resistin group) (Fig 1A). Body weight of dams was measured every day during gestation and
every 2-3 days during lactation period until weaning. During the first 2 weeks of lactation
period, dams were injected intraperitoneally with physiologic saline (CC group) or with
human Resistin (CR group) at a dose of 20pg/animal every two days. Litter size was adjusted to
13-14 animals per dam in average. At weaning (p28), only males were used for the following
experiments. Indeed, in this pilot project in the field of maternal programmed neuroinflam-
mation we firstly focused on male in order to avoid potential sexual dimorphism for the stud-
ied parameters. Additionally, for budgetary reasons we decided to perform another
investigation for female. Thus, female mice were donated to colleagues for another project. For
the present experiment, 10 males per group were maintained and fed standard chow diet
(19.6% proteins, 11.9% lipids, 68.5% carbohydrates) until day 60 (p60). At this age, animals
were switched to a high fat diet (HFD 235HF-U8955 version2-SAFE, 15.6% proteins, 44.6%
lipids, 39.9% carbohydrates, these values are percent of total calories) from p60 to p90. Ani-
mals weight and food intake are regularly measured. Indeed, offspring body weight and food
intake were measured twice a week from P60 to P90.

Sacrifice of overnight fasted animals was done at weaning for dams and p28 or p90 for
offspring.

Serum and tissue collection

Mice were rapidly decapitated and then blood was collected immediately in tubes containing
12U/mL of heparin, plasma was prepared after blood centrifugation at 2000 g at 4°C during 15
minutes and then stored at -20°C until assayed for ELISA experiments. Brain was extracted
and the hypothalamus was immediately dissected out, fiash-frozen in liquid nitrogen and then
store at -80°C. The quality of hypothalamus dissection is routinely validated by the measure-
ment of Pro-Opiomelanocortin (POMC) expression. Liver, muscle and abdominal adipose tis-
sue (AAT) were also collected and flash-frozen in liquid nitrogen and then stored at -80°C.

Measurement of plasma hormones and cytokines

Plasma levels of resistin, insulin, leptin, Interleukin-6 (IL6) and Tumor Necrosis Factor (TNFo.
were determined by ELISA. ELISA kits for IL6 (M6000B) and TNFa and resistin (MRSNO0O)
were purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) and those for insulin (EZRMI-
13K) and leptin (EZML-82K) were from Millipore (Burlington, VT, USA). The measurements
were performed according to manufacturer recommendations using plasma samples stored at
-20°C.

Glucose tolerance test (GTT)

The intraperitoneal GTT was performed after fasting the mice overnight. Basal glycemia (time
0) of overnight fasted mice (p28 or p90) is measured prior to intraperitoneal injection of glu-
cose (2 mg/kg) and then tail blood samples were collected to measure glycemia 15, 30, 60, 120
min and 200 min after the injection. Plasma glucose was monitored using Accu-Check system
(Roche, France). The first drop of blood is discarded and the second used for measurement.
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Fig 1. Impact of resistin treatment on dams’ body weight during pregnancy and lactation. Experimental protocol:
Dams were treated with saline (CC group) or resistin 20 pg/animal (CR group) and fed with standard diet (Chow
Diet). Dams received daily injections of saline or resistin during pregnancy and every two days during the first two
weeks of lactation period. From weaning to p60, offspring were fed Chow diet and then switched to high fat diet
(HFD) from p60 to p90. Sacrifice of animals has been done just after weaning for dams and a part of offspring, and at
p90 for the rest of offspring, B- Dams body weight from pregnancy to weaning, Dams body weight (g) is expressed as
mean + SEM. No significant difference between CC and CR Group (n = 4) has been noticed using non-parametric
ANOVA statistical test for longitudinal data.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0213267.9001
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Hormones and chemical

Human Resistin is from Shenandoah Biotechnology (Warwick, PA, USA). D-Glucose is from
Euromedex (Souffelweyersheim, France).

RNA extraction and quantitative RT-PCR

Total RNA from mice was isolated using Trizol reagent (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA). 0.5 ug of RNA was reverse transcribed and the cDNA were submitted to Quantitative
real-time PCR analysis using SYBR Green QPCR system (Biorad, Les Ulis, France). qScript
cDNA Synthesis Kitand SYBR Green mix kit are from VWR (Fontenay sous Bois, France).
Specific primers are from Life Technologies (Carlsbad, CA, USA): IL6 (sense: 5/ GCCTTC
TTGGGACTGATGCTGGT3’, antisense: 5/ TCCTCTGTGAAGTCTCCTCTCCG3' ), TNFa
(sense: 5" AAGTCAACCTCTCTGCC3 , antisense: 5’ TCCAAAGTAGACCTGCCCG3'); TLR4
(sense: 5’ CTGGGGAGGCACATCTTCTGG3’ , antisense: 5’ TGCCGTTTCTTGTTCTTCCTCT
GCT3"), resistin (sense: 5’ CCCAGRAGGCACAGCAG3', antisense: 5’ TCACGAATGTCCCAC
GAGC 3’ ), NFkb (sense: sense: 5’ ACAGATGGGCTACACAGAGG3' ,antisense: 5’ GTGGAG
GAAGACGAGAGAGG3’ ), GFAP (sense: 5’ AAGAGACAGAGGAGTGGTATCGG3' , antisense:
5’ GCTTCGTGCTTGGCTTGGC3' ), IBA1 (sense: 5’ GAAAGGGGAAGTGTGAG A3, anti-
sense: 5’ TGGCTCATGGCTCCTCA G3'),CD68 (sense: 5’ GGGGCTCTTGGGAACTACA3',
antisense: 5’ GAGAGAGACAGGTGGGGATG3’ ), ICAMI (sense: 5’ GACACCCCTGACCTCC
TG3’, antisense: 5’ CTGCTGGTTTGTGCTCTCCTG3'), IR (sense: 5’ GCCGCTCCTATGCT
CTGGTATC3’ , antisense: 5’ GAGTGATGGTGAGGTTGTGTTTGC3’ ), PTP1B (sense: 5’ CT
CTTCTCCAGCCACCAGT3', antisense: 5 CCACCATCCGTCTCCTAACT3' ), SOCS3 (sense:
5 CCAGCTCCAGCTTCTTTCAAGTG3' , antisense: 5’ GAGAGTCCGCTTGTCAAAGGTATT
G3"), LepR (Tagman primers designed by Applied Biosystems). All results are normalized
with 185 and GAPDH mRNA expression (and sometimes Actin mRNA). These house-keeping
genes were previously tested in this model and specifically in each tissue. All samples were
measured in duplicates.

Data analysis and statistics

Dams weight and plasma glucose levels during GTT are expressed as mean +SEM. GTT Area
under curve quantification has been done with image] and Excel Software. Metabolic/endo-
crine data and gPCR mRNA results are represented as boxplots made with R software, show-
ing median and interquartile range (Q1-Q3).

The number of animals used in each experiment was determined by power test analysis
using R Software Two sample t-test calculation (RcmdrPlugin.IPSUR) based on previous
experiments (14, 18) considering an o risk of 0,05% and a power of 90% (p<0.05).

Mann & Whitney non-parametric test has been used for all statistical analysis using Excel
or R software (n = 4-9 per group). For dams’ body weight analysis and glucose tolerance test
(GTT) experiments, non parametric ANOVA including longitudinal data has been performed
withy R Software and nparLD library.

Results

Increased body weight, insulinemia and leptinemia of offspring born to
dams treated with resistin

Female mice were treated with resistin or placebo during a period covering from pregnancy to

the two first weeks of lactation (Fig 1A). Firstly, we have measured dams’ body weight from
pregnancy to weaning. We noticed that resistin treatment did not affect body weight (Fig 1B).
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Table 1. Impact of maternal resistin on metabolic and endocrine parameters.

Dams (at weaning) P28 Offspring P90 Offspring
CcC CR CcC CR CcC CR
Body weight (g) 41.1+1 41.7+0.3 12.69+0.26 17.08+1.95 40.5£1.1 45.8+1.8"
Plasma Glucose (g/L) 1,74+0.06 1,64+0.12 0.96+0.08 0.84+0.1 0.88+0.04 0.86+0.07
Plasma Insulin (ng/mL) 0.72+0.04 0.5£0.22 0.52+0.14 0.48+0.09 0.2+0.02 1.16+0.41"
Plasma Leptin (ng/mL) 1.97+0.63 4.70£1.09 0.05+0.03 0.20+0.14 0.52+0.21 3.56+1.25"
Plasma Resistin (ng/mL) 42.54+3.57 45.41+0.60 12.56£1.01 6.47+0.61" 11.4742.44 7.74x2.16

Impact of maternal resistin on Body weight and metabolic/endocrine parmeters. Dams were treated with physiologic saline (CC) or resistin (20 mg/animal) during

pregnancy and lactation. Body weight, plasma levels of glucose, insulin, leptin and resistin were measured in dams at weaning, and offspring at p28 and p90. All data are

expressed as mean + SEM (n = 4-9 per group for body weight analysis and 4-5 per group for plasma measurements).

“P<0.05 compared to CC group by non-parametric Mann & Whitney statistical test.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0213267 t001

Moreover, this treatment did not alter metabolic or endocrine parameters of dams despite a
slight but non-significant increase of leptin plasma levels (Table 1). The offspring were sub-
jected to normal diet from weaning (p28) to p60 and then switched to high fat diet from p60 to
p90. At p28, offspring exhibit a slight but not significant increase of body weight (Table 1).
Plasma glucose, leptin or insulin levels of offspring born to dams treated with resistin (CR)
were not affected. At p90, body weight, insulinemia and leptinemia were significantly
increased in CR as compared to CC group (Table 1).

Resistin plasma levels were not affected by dams’ resistin treatment. Indeed, a slight but non-
significant increase was found in CR dams as compared to CC dams. In oftspring at p90, resistin
plasma levels were not affected for CC and CR, respectively. In contrast, in p28 offspring resistin
plasma levels were significantly decreased in CR group as compared to CC (Table 1).

Moreover, the plasma levels of pro-inflammatory markers IL6 and TNFo were measured in
dams and offspring. In dams plasma levels of IL6 (15.96 + 5.95 pg/mL vs 18.91+ 16 pg/mL for
CC and CR, respectively) and TNFa (11.49 + 3.25 pg/mL vs 11.81 + 5.35 pg/mL for CC and
CR, respectively) were not affected by resistin treatment. At p28, IL6 and TNFa plasma levels
were not detectable (below ELISA KIT threshold sensitivity). Similarly to dams, in p90 off-
spring plasma levels of IL6 (4.77 + 0.27 pg/mL vs 5.58 +0.26 pg/mL for CC and CR, respec-
tively) and TNFa(12.74+ 5.94 pg/mL vs 12.32 + 5.24 pg/mL for CC and CR, respectively)
exhibit similar values when comparing CC to CR groups.

Impaired glucose tolerance of adult offspring born to dams treated with
resistin

To determine the long-term effect of maternal resistin treatment on glucose tolerance of off-
spring, we have performed glucose tolerance test (GTT) at p28 and p90 in both CC and CR
groups. At p28, GTT was similar in CC and CR groups and in both groups glycemia returned
to basal levels within 120 min after glucose load (Fig 2A). At p90, GTT was performed in both
CC and CR groups that were subjected to HFD between p60 and p90. The area under the
curve (AUC) of GTT was significantly increased in CR as compared to CC group based on
non-parametric Mann Whitney test. This indicates decreased glucose tolerance in CR group
as compared to CC group (Fig 2B). For the GTT analysis, the repeated measures were analyzed
by non-parametric ANOVA including longitudinal data, this analysis revealed a non-signifi-
cant difference between CC and CR groups. However, considering each time course point
individually, we show significant differences between CC and CR groups at 45 and 60 min. In
both groups, glycemia returned to the basal level after 200 min after glucose load (Fig 2B).
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Fig 2. Maternal resistin treatment alters offspring glucose tolerance. Glucose Tolerance Tests were performed on p28 (A, n =4) and p90 (B, n =8),
animals received through IP injection glucose (2mg/kg) and then blood glucose levels (g/L) were measured at the indicated times. Basal glycaemia was
measured just before injection. The area under the curve representative of glucose tolerance was measured using Image] software. Data are presented as
boxplots (right panels) and expressed as mean + SEM in graphs. For the GTT analysis, the repeated measures were analyzed by non-parametric
ANOVA including longitudinal data. The area under the curve (AUC) of GTT and the individual comparison of time course points were analyzed
using on non-parametric Mann Whitney test. “P<0.05 when comparing CC group to CR group using non-parametric Mann & Whitney statistical test.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0213267.9002

Increased gene expression of neuroinflammation and reactive gliosis
markers in the hypothalamus of offspring born to dams treated with
resistin
We have measured the expression levels of several markers of neuroinflammation and reactive
gliosis that mirror the activation of microglia cells, as well as genes involved in the control of
energy homeostasis in the hypothalamus of dams and offspring.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0213267 March 7,2019
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In dams, resistin treatment did not affect hypothalamic expression of neuroinflammation
and reactive gliosis markers as well as IR, ObRb, PTP1B and SOCS3 (Fig 3A, 3B and 3C).

In offspring, at p28, CR group exhibits a significantly higher expression of neuroinflamma-
tion markers as IL6, NFkb, TNFo and TLR4, the latest is known to be the binding site for LPS
and resistin (Fig 3D). The expression levels of resistin were not affected. CR group also exhibits
a higher expression of reactive gliosis markers such as CD68, IBA1 and ICAM1 as compared
to CC group revealing the activation of microglia cells (Fig 3E). Additionally, IR and ObRb
hypothalamic expression is diminished in CR as compared to CC group at p28 as well as
PTP1-B expression (Fig 3F). In contrast, the expression of SOCS3, a negative regulator of both
insulin and leptin signaling, is increased CR group as compared to CC group (Fig 3F).

At p90, the long-term impact of maternal resistin is evidenced by a significant increase of
hypothalamic IL6, TNFo, TLR4 and resistin gene expression (Fig 3G). ICAM1 expression is
also significantly increased in CR group, however the other measured gliosis markers were not
affected (Fig 3H). We have also shown that PTP1B is significantly increased in CR group as
compared to CC group without modification of IR, ObRb or SOCS3 expression (Fig 31).

To investigate whether maternal resistin treatment affects other brain regions, we have
measured the expression of proinflammatory markers in the cortex. This treatment had no
effect in dams and p28 offspring (Fig 4A and 4B). In p90 offspring, the cortex expression of
IL6, TNFo. and TLR4 are significantly higher in CR as compared to CC group, whereas resistin
expression is not affected (Fig 4C).

Increased expression of IL6 and TNFa in the adipose tissue of offspring
born to dams treated with resistin

To determine whether maternal resistin has also impacted peripheral tissues we measured the
expression of proinflammatory markers in adipose tissue, liver and muscle.

At p28, resistin treatment did not affect inflammatory markers in liver and muscle (Fig 5A).
At p28, the adipose tissue was not studied due to the very weak amount of adipose tissue at
this age.

At p90, we measured the expression of IL6 and TNFa in offspring born to dams treated or
not with resistin. We show as in the hypothalamus that CR group exhibits significantly higher
expression levels of IL6, TNFo.and TLR4 in adipose tissue as compared to CC group (Fig 5B).
In contrast, in liver and muscle the expression of these inflammatory markers was not affected

(Fig 5B).

Discussion

During pregnancy, maternal obesity is associated with metabolic inflammation attributed to
increased adipose tissue and circulating proinflammatory cytokine levels 1, 27]. In addition,
maternal obesity modifies the secretion of adipokines including resistin that is known to be
involved in the onset of inflammation [13]. Indeed, resistin is considered as a potential link
between obesity and insulin resistance. However, the pro-inflammatory role of resistin during
perinatal period is unknown. Furthermore, the correlation between circulating levels of resis-
tin and the BMI of pregnant women are conflicting. Some of these studies revealed positive
correlation between resistin plasma levels and the BMI in obese pregnant women and others
showed similar plasma resistin levels between obese and non-obese women [22, 24, 28, 29].
However, there is a consensus concerning the deleterious effects of maternal inflammation,
even though the specific effect of resistin has not been investigated independently of the con-
troversy concerning its secretion by adipocyte in humans. Thus, the mouse model is of interest
to investigate the effect of resistin in perinatal period. In this extensive preliminary study in the
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Fig 3. Maternal resistin increases offspring hypothalamic inflammation and reactive gliosis markers. Total nRNA prepared from the hypothalamus of
dams and offspring (p28 and p90) were used to determine gene expression of different markers using RT-qPCR. Gene expression was normalized to GAPDH
and 18S. Hypothalamic inflammatory markers are presented in panel A for dams, panel D for p28 offspring and panel G for p90 offspring. Hypothalamic
gliosis markers are presented in panel B for dams, in panel E for p28 offspring and panel H for p90 offspring, Hypothalamic insulin/leptin responsiveness
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markers are presented in panel C for dams, panel F for p28 offspring and panel I for p90 offspring. Data are presented as boxplots (n = 4-5). "P<0.05 when
comparing CC group to CR group using non-parametric Mann & Whitney statistical test.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0213267.9003

field, we investigated the long-term effects of maternal resistin on the predisposition of off-
spring to develop hypothalamic neuroinflammation and subsequent metabolic disorders.
Here, we focused on the effects of resistin independently of systemic inflammation on normal
dams and studied the long-term effects of this treatment on offspring and attempted to answer
the question whether maternal resistin predisposes offspring to hypothalamic inflammation.
For this purpose, the chosen resistin dose induced a slight but not significant increase of resis-
tin plasma levels to avoid a high inflammation that could lead to abortion. However, resistin
plasma levels of dams are higher when compared to offspring and this could be attributed to
gender as previously reported [30]. We demonstrate that resitin treatment during pregnancy
and lactation periods induced long-term effects on hypothalamic inflammation of male oft-
spring associated with the alteration of metabolic parameters. Resistin treatment of dams did
not modify their metabolic status or inflammatory markers as evidenced by unchanged glyce-
mia, insulinemia and body weight. Furthermore, IL6 and TNFo. plasma levels were not
affected. Thus, in these conditions, we selectively investigated the impact of resistin perinatal
treatment independently from systemic pro-inflammatory cytokine changes. At weaning
(p28), offspring born to dams treated with resistin, CR group, exhibited lower resistin plasma
levels without any changes in the other circulating parameters. This could be attributed to the
alteration of adipose tissue resistin secretion consequently to perinatal resistin treatment that
acts as a negative feedback regulatory loop, however the mechanism is unknown. This decrease
is most likely compensated by the significant increase of TLR4, which is the binding site of
resistin, and this could explain the increased expression hypothalamic inflammatory markers.
Indeed, the expression of pro-inflammatory markers (IL6, NFkb, TNFa:) was significantly
increased in the hypothalamus of CR group as well as microgliosis markers (ICAM, CD68,
IBA1) and astrogliosis (GFAP) markers. This suggests a potential hypothalamic neuroinflam-
mation resulting from the maternal resistin treatment. Importantly, the long-term conse-
quences of maternal resistin seem to differentially affect other brain regions such as the cortex.
Indeed, inflammatory markers were not affected in the cortex of dams and p28 offspring, the
effect is nevertheless observed in p90 CR group with increased IL6, TNFo. and TLR4 expres-
sion. This indicates that the hypothalamus is affected earlier than the cortex. Additionally, p28
CR group exhibits a significant diminution of hypothalamic insulin and leptin receptor associ-
ated to the up-regulation of SOCS3 a negative regulator of insulin/leptin signaling. However,
the expression level of PTP-1B was reduced in CR group as compared to CC group. These data
show most likely the impairment of both IR and ObRb early in life. This finding suggests a
strong impact later in life as previously described where leptin plays a crucial role in the neuro-
nal organization of hypothalamic nuclei and especially ARC to PVN neuronal projections
[31]. Indeed, the alteration of leptin action early in life has long-term impact on energy
homeostasis [32, 33] and contributes to metabolic diseases. We have also investigated the
impact of resistin perinatal treatment on the predisposition of offspring to inflammation and
glucose intolerance when challenged with HED. In fact, we have anticipated that using HFD
will exacerbate the difference between CC and CR offspring and determine whether offspring
born to dams treated with resistin are prone to inflammation and metabolic disorders. Indeed,
HEFD is known to promote these disorders. However, in future experiments It will be interest-
ing to perform identical studies using Chow diet. At p90, CR group showed a significant
increase in body weight gain and plasma insulin levels associated with slight glucose intoler-
ance. Indeed, we have shown that AUC of GTT curves are significantly different between CC
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Fig 4. Maternal resistin increases cortical infllammation markers of offspring at p90. Total mRNA prepared from
the cortex of dams and offspring (p28 and p90) were used to determine gene expression of different markers using RT-
qPCR. Gene expression was normalized to GAPDH, 185 and Actin. Cortex inflammatory markers are presented in
panel A for dams, panel B for p28 offspring and panel C for p90 offspring, Data are presented as boxplots (n = 4-5).
“P<0.05 when comparing CC group to CR group using non-parametric Mann & Whitney statistical test.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0213267.q004
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Fig 5. Maternal resistin increases adipose tissue inflammation markers of P90 offspring. Total mRNA prepared
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when comparing CC group to CR group using non-parametric Mann & Whitney statistical test.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0213267.9005

and CR, but non parametric ANOVA test showed no significant difference between the two
groups when considering the time course curves. Thus, we conclude that maternal resistin led
to a slight glucose intolerance, but when combined to the hyperinsulinemia found in CR
group this fairly reveals most likely a potential insulin resistance. Plasma levels of IL6 and
TNFa were not modified. However, as at p28, TLR4 was up-regulated in the hypothalamus
despite a stable resistin plasma level this may contribute to hypothalamic inflammation.
Indeed, hypothalamic expression of IL6, resistin, TLR4 and TNFa is increased in CR group at
P90 as compared to CC group, revealing a sustained expression of inflammation markers in
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the hypothalamus. The expression levels of reactive astrogliosis and microgliosis markers were
similar between CR and CC except for ICAM as well as IR and ObRb. This could be attributed
to the fact that both groups were fed HFD and this most likely attenuated the differences
except for the hypothalamic neuroinflammation markers. Our findings also show the up-regu-
lation of IL6 and TNFa in the adipose tissue of CR group as compared to CC but not in liver
or muscle. This indicates that the hypothalamus and adipose tissue of offspring are the most
affected tissues in response to the augmentation of maternal resistin during gestation and
lactation.

It is noteworthy to indicate that these extensive preliminary findings were obtained in male
offspring and it is of great interest to extend these studies to female offspring in future investi-
gations to determine whether long-term effects of maternal resistin concern both genders or if
it is gender-dependent due to hormonal environment. Indeed, it has been recently demon-
strated that neonatal overnutrition differentially affects males and females [34].

In conclusion, our findings demonstrate, for the first time to our knowledge, that maternal
resistin predisposes male offspring to hypothalamic neuroinflammation and adipose tissue
inflammation as evidenced by the up-regulation of inflammation markers independently
from systemic inflammation markers associated to body weight gain, hyperinsulinemia and
hyperleptinemia.
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Résumé

La prévalence de I’obésité est en net progrés et constitue un probléme majeur de santé publique. Cette pathologie est d’autant plus dangereuse qu’elle
s’accompagne d’un cluster de désordres métaboliques dont I’inflammation chronique de bas grade et la résistance a I’insuline, principal facteur de
risque du diabéte de type 2. Les études montrent que la consommation d’un régime hyper lipidique (HFD) représente la cause majeure qui expose a
I’obésité et aux pathologies qui lui sont associées. L’obésité induite par un régime HFD s’associe en effet a une inflammation hypothalamique ainsi
qu’une altération des circuits neuronaux régissant le controle de la balance énergétique, ces altérations sont propices aux développements de
résistances a I’insuline et a la leptine. De récentes études montrent que la consommation d’un régime HFD de quelques jours seulement s’accompagne
d’une inflammation hypothalamique transitoire, antérieure a ’installation de I’obésité et a I’inflammation périphérique. Ces résultats suggérent que
I’inflammation hypothalamique précoce représente une étape critique dans le développement de 1’obésité et de ses altérations. Les médiateurs et les
voies de signalisations impliqués dans I’installation de I’inflammation hypothalamique ne sont pas totalement élucidées. Chez les rongeurs, la
résistine est associée a I’inflammation et I’insulino-résistance au cours de 1’obésité. Bien que majoritairement produite par le tissu adipeux, les études
montrent que la résistine est également exprimée par 1’hypothalamus ; toutefois, peu d’études renseignent sur son action au niveau central. Notre
équipe a démontré chez le rat, qu’une perfusion centrale de résistine altére fortement la sensibilité a I’insuline via I’activation du récepteur TLR4 et
I’induction des principales voies de I’inflammation. Dans ce contexte, 1’objectif de cette étude a été d’investiguer le role de la voie résistine/TLR4
dans I’installation de I’inflammation hypothalamique associée au régime HFD. Nous montrons pour la premiére fois que, chez la souris, la
consommation d’un régime HFD provoque une augmentation de I’expression génique de la résistine dans I’hypothalamus dés 3 jours de régime HFD.
L’expression de la résistine est diminuée jusqu’au niveau basal aprées 8 jours et est de nouveau fortement augmentée aprés 8 semaines de régime HFD.
Nous montrons que I’augmentation de I’expression de la résistine est concomitante avec la gliose réactionnelle associée au régime HFD de court
terme, connue pour précocement altérer I’équilibre de la balance énergétique. De fagon intéressante, nous montrons que l’augmentation de
I’expression de la résistine est observée dans les neurones anorexigénes POMC, critiques pour le maintien de I’homéostasie énergétique ainsi que
dans les tanycytes dont les prolongements contactent les capillaires fenétrés du sang porte hypothalamohypophysaire et dont I’importance pour
I’équilibre de la balance énergétique a été démontrée. De fagon intéressante, nous montrons que la résistine active I’inflammation dans les tanycytes
via TLR4 suggérant que la résistine pourrait promouvoir ’inflammation au sein des tanycytes en réponse au régime HFD, et ce méme a court terme.
De plus, nous montrons qu’une ICV de 3 jours de résistine chez la souris provoque une inflammation hypothalamique ainsi qu’une gliose
réactionnelle au sein de I’ARC qui rappellent les effets du régime HFD. De fagon intéressante, nos résultats montrent que I’invalidation du récepteur
TLR4 aboli I’inflammation et la gliose réactionnelle hypothalamiques induites par 'ICV de résistine. L’ensemble nos données démontrent que la voie
résistine/TLR4 pourrait jouer un rdle critique dans I’inflammation hypothalamique associée au régime HFD de court et long terme, qui prédispose a
’obésité.

Abstract

Obesity is closely linked to a cluster of metabolic disorders including chronic low-grade inflammation and insulin resistance, which constitutes a
principal risk factor for type 2 diabetes. In rodents, cumulative evidence support that the consumption of high fat diet (HFD) is among the most
important nutritional factors predisposing to obesity associated insulin resistance and low-grade inflammation. Indeed, HFD induces hypothalamic
inflammation and deregulates energy homeostasis control through the alteration of hypothalamic insulin and leptin responsiveness, considered as the
main anorexigenic hormones. In addition, it has been shown that unlike peripheral inflammation, which occurs as a consequence of obesity,
hypothalamic inflammation develops selectively in the hypothalamic arcuate nucleus (ARC) within the first days of HFD exposure. These data
suggest that hypothalamic inflammation is a critical step in the early onset of the deregulation of energy homeostasis by HFD. The cellular and
molecular mechanisms underlying obesity-induced hypothalamic inflammation are still not fully characterized. In rodents, resistin is described as a
causal factor in obesity-mediated insulin resistance and type 2 diabetes. Resistin is mainly secreted by adipose tissue in rodents but an endogenous
expression of resistin was also reported in the hypothalamus. However, its action at the central level is not fully understood. Our group recently
demonstrated that central resistin, via hypothalamic TLR4, promotes overall insulin resistance through the promotion of inflammatory pathway. In
this context, we aimed to investigate the role of resistin/TLR4 pathway in HFD-induced hypothalamic inflammation and insulin resistance. In the
present study we report for the first time that both short and long term HFD are associated with a significant increase of resistin expression throughout
the MBH. Our results revealed a transient increase in resistin mRNA expression in the ARC after 3 days of HFD, followed by a decline to baseline at
day 8 and an expression that increases again after 8 weeks of HFD. We showed that the increase of resistin expression is concomitant with short term
HFD-induced ARC reactive gliosis, known to early disrupt energy balance and to predispose to obesity. Interestingly, our results revealed that resistin
is expressed by POMC neurons which are critical for energy balance and tanycytes that have the specificity to contact both cerebro-spinal fluid and
fenestrated capillary in the mediane eminence. Interestingly, we show that resistin induces tanycytes inflammation through TLR4 suggesting that
resistin could promote inflammation in tanycytes in response to short term HFD. Additionally, we show that ICV resistin markedly increases
inflammatory markers in the hypothalamic arcuate nucleus in association with reactive gliosis involving recruitment of both microglia and astrocytes.
Interestingly, we report that the knockdown of TLR4 almost completely abolished resistin-dependent both hypothalamic inflammation and reactive
gliosis. Our data demonstrate that restitin/TLR4 pathway could play a critical role in HFD-diet induced hypothalamic inflammation in response to
short and long term HFD which predispose to obesity, a hallmark of metabolic syndrome.
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