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RESUME

Le neuropeptide 26RFa ainsi que son récepteur GPR103 constituent un systeme peptidergique
impliqué dans la régulation de la glycémie. En effet, il a récemment été montre que le 26RFa
exerce une activité de type incrétine. Le 26RFa est secrété par le duodénum aprés une charge
orale en glucose et active directement son récepteur pancréatique afin de stimuler la sécrétion
d’insuline induite par le glucose. Parallélement, le 26RFa augmente la sensibilité a 1’insuline.
Enfin, les dernieres études de notre laboratoire ont montré que le 26RFa était aussi impliqué
dans la régulation centrale de la glycémie. En effet, il a été mis en évidence que ce peptide
constituait un des relais de I’insuline centrale, il exerce un effet anti-hyperglycémiant associé a
une augmentation de la sécrétion d’insuline. Alors que la régulation de la glycémie est
fortement altérée dans certaines pathologies telles que 1’obésité associée au diabéte de type 2,

aucune étude n’a évalué le fonctionnement du systéme 26RFa/GPR103 dans ces conditions.

Dans ce contexte, nous avons voulu déterminer I’impact d’un régime riche en graisse (régime
high fat diet — HFD) sur les effets du 26RFa dans la régulation de la glycémie. La premiére
¢tude de cette these décrit I’impact du régime HFD sur les effets périphériques du 26RFa en
particulier son action incrétine. La seconde caractérise les effets centraux du 26RFa dans ce
contexte physiopathologique. Enfin, la derniére étude précise les effets d’une infusion

chronique centrale de 26RFa sur le phénotype obése et hyperglycémique des souris HFD.

Dans un premier temps, nous avons soumis des souris a un régime HFD auxquelles nous avons
injecté par voie intra-péritonéale du 26RFa durant différents tests métaboliques. L’ensemble
des résultats obtenus nous a permis de mettre en évidence que les effets anti-hyperglycémiants
du 26RFa sont totalement abolis chez les souris HFD. En effet, dans ce contexte, le 26RFa ne
semble plus capable de stimuler la sécrétion d’insuline par le pancréas et 1’effet insulino-
sensibilisateur du peptide est fortement réduit. Ces résultats ont été confirmés dans un modele
de culture de cellules B pancréatiques humaines en condition de lipotoxicité, ou nous avons pu
montrer que le 26RFa ne stimule plus la sécrétion d’insuline. De plus, la perte de 1’effet
insulinotropique du 26RFa peut étre expliquée par une diminution de I’immunomarquage du
GPR103 dans les Tlots pancréatiques tandis que la diminution des effets insulino-

sensibilisateurs du 26RFa peut étre en partie liée a une réduction de I’expression du GPR103



dans les organes cibles de I’insuline : le muscle et le tissu adipeux. En conclusion de ce premier

travail, les effets périphériques du 26RFa semblent totalement abolis chez la souris HFD.

Dans une seconde étude, nous avons effectué des injections intra-cérébro-ventriculaires (icv)
de 26RFa chez la souris rendue obése et hyperglycémique durant différents tests métaboliques.
Cette étude nous a permis de mettre en évidence que les effets centraux du 26RFa ne sont pas
impactés par le régime HFD. En effet, dans ces conditions, le 26RFa exerce toujours un effet
anti-hyperglycémiant en stimulant la sécrétion d’insuline. Dans ce contexte ou le 26RFa
conserve ses effets centraux, nous avons souhaité déterminer les effets d’une infusion chronique
icv de 26RFa sur le phénotype obeése et hyperglycémique des souris HFD. Ainsi, I’utilisation
de mini-pompes osmotiques nous a permis d’injecter de facon continue durant 4 semaines du
26RFa dans le cerveau des souris HFD. Les résultats de cette étude ne nous ont pas permis de
mettre évidence un effet bénéfique du 26RFa sur I’homéostasie du glucose chez les souris HFD.
En effet, le 26RFa exerce un effet orexigéne puissant qui pourrait masquer les effets du 26RFa

sur la régulation de la glycémie observés lors d’injections aigués.

Finalement ’ensemble des travaux de cette thése nous révele que le systéme 26RFa/GPR103
central et périphérique ne sont pas impactés de la méme facon par un régime riche en graisse.
En effet, tandis que le systeme périphérique perd totalement ses effets gluco-régulateurs, le
systeme central quant a lui conserve ses effets anti-hyperglycémiants. Face a ce constat, il
apparait aujourd’hui nécessaire d’évaluer les possibles communications/interactions entre ces
systemes central et périphérique dans ce modéle HFD. Enfin, le traitement chronique central
gue nous avons effectué ne semble pas améliorer la régulation glycémique chez les souris
traitées. Toutefois, s’agissant de la premicre étude a avoir évalué les effets chroniques du 26RFa
dans un contexte d’obésité associée a I’hyperglycémie, d’autres protocoles d’expérimentation

sont nécessaires pour poursuivre I’analyse du systéme 26RFA en situation physiopathologique.

Mots Clés : Neuropeptide, 26RFa, Homéostasie Glucidique, Obésité, Diabéte de type 2



ABSTRACT

Recent studies revealed that the neuropeptide 26RFa and its receptor, GPR103, are involved in
the regulation of glucose homeostasis. Indeed, it was shown that 26RFa exerts an incretin effect.
26RFa is mainly secreted by the duodenum after an oral glucose challenge and it acts directly
on the pancreas to stimulate the glucose-induced insulin secretion. Moreover, 26RFa can
improve insulin sensitivity. Finally, a recent study from our team provided evidence that 26RFa
is also involved in the central regulation of glycemia and relays the central effect of insulin.
Indeed, central 26RFa induces a robust anti-hyperglycemic effect associated with an increase
of peripheral insulin secretion. It is well known that the regulation of glycemia is altered in

obesity and diabetes but the effect of 26RFa in this pathology remains unknown.

The aim of this thesis was to evaluate the consequences of a high fat diet (HFD) on the gluco-
regulatory effect of 26RFa. The first study aimed to evaluate the impact of a HFD on the incretin
effect of 26RFa. The second study aimed to characterize the central effect of 26RFa in those
pathophysiological conditions. Finally, the third study aimed to determine the effect of a
chronic central administration of 26RFa on the obese/hyperglycemic phenotype of the HFD

mice.

Firstly, intraperitoneal injection of 26RFa in HFD mice revealed that the antihyperglycemic
effect of 26RFa is totally lost in this model. Indeed, in the HFD mice, 26RFa is not able to
increase the glucose-induced insulin secretion and the insulin sensitive effect of the peptide is
dramatically impaired. These in vivo data were confirmed using beta cells cultured in lipotoxic
conditions as, in this in vitro model, the insulinotropic effect of 26RFa is totally abolished. This
loss of insulinotropic effect of 26RFa is probably due to a down regulation of GPR103
production in the beta cells whereas the loss of insulin sensitive effect may be caused by the
down regulation of GPR103 expression in the insulin sensitive tissues such as the muscle and

the adipose tissue.

Secondly, we carried out intracerebroventricular (icv) injection of 26RFa in high fat mice while
performing metabolic tests. This experiment revealed that the HFD does not alter the central
effect of 26RFa as the neuropeptide is still able to induce an antihyperglycemic effect and to

enhance glucose-induced insulin secretion. In this context in which 26RFa retains its central



effects, we determined the effects of a chronic icv infusion of 26RFa in the
obese/hyperglycemic mice. Using osmotic mini pumps, we found that chronic administration
of 26RFa is unable to improve glucose homeostasis of the HFD mice. We hypothesize that the
orexigenic effect of 26RFa is stronger that its antihyperglycemic effect and that, consequently,
the gluco-regulatory effect of 26RFa may be masked by the increase of food intake and body
weight.

Altogether, these results support the view that the central and peripheral effects on glucose
homeostasis of the 26RFa/GPR103 peptidergic system are differentially impacted by the HFD.
Indeed, the peripheral effects of 26RFa are totally abolished in HFD conditions whereas the
central effects are maintained. It appears now necessary to strengthen our knowledge on the
communication between those two systems (peripheral and central). Finally, the chronic central
treatment of the HFD mice seems ineffective to improve glucose homeostasis in this

pathophysiological context.

Key words: Neuropeptide, 26RFa, Glucose Homeostasis, Obesity, Type 2 Diabetes
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INTRODUCTION

CHAPITRE 1 : La régulation physiologique de la glycémie

La régulation de ’homéostasie énergétique regroupe I’ensemble des processus régulant la
dépense énergétique, le stockage ainsi que [’utilisation des substrats énergétiques. Ces
processus permettent alors d’établir des réserves d’énergie lors des épisodes d’apport
énergétique (prise alimentaire) et de faciliter I’accés aux substrats énergétiques lors des périodes
de jetne ou d’exercice. Le glucose, en tant que substrat énergétique essentiel, fait partie
intégrante de I’homéostasie énergétique. A ce titre, il est soumis a un ensemble de processus de
régulation permettant son stockage et sa biodisponibilité, c’est ce que 1’on appelle

I’homéostasie glucidique.

Le glucose constitue un substrat métabolique majeur au sein de I’organisme. Le cerveau par
exemple utilise exclusivement le glucose comme substrat énergétique. De ce fait, une
hypoglycémie, qui se caractérise par une concentration plasmatique de glucose inférieure a 0.6
g/L, peut entrainer de séveres conséquences sur les fonctions cérébrales telles que des
convulsions, le coma ou méme la mort (Mitrakou et al. 1991). Par opposition, le diabéte se définit
par une hyperglycémie chronique avec des concentrations plasmatiques de glucose a jeun
supérieures a 1.26 g/L pouvant entrainer des complications vasculaires (infarctus, accident
vasculaire cérébral...), et des complications micro-angiopathiques telles que rétinopathie,

néphropathie ou neuropathie (Zheng et al. 2018).

Il apparait donc primordial pour I’organisme de maintenir les niveaux de glycémie dans un
intervalle trés strict. Cependant, au cours de la journée, les apports en glucose varient fortement.
La glycémie augmente apres le repas pour revenir ensuite aux concentrations basales (zhou et al.
2009; Shah et al. 2019) Figure 1. C’est une régulation fine a la fois hormonale et neuronale qui
permet de controler la glycémie malgre les périodes de jedne et de prise alimentaire.

Ainsi, nous verrons dans ce premier chapitre comment s’effectue la régulation de la glycémie
chez le sujet sain. Nous développerons d’abord le role des principaux effecteurs périphériques
tels que les deux hormones pancréatiques : I’insuline et le glucagon ainsi que le role des

incrétines. Nous verrons par la suite comment I’intégration du systéme nerveux central (SNC)
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dans la régulation de la glycémie est venue bouleverser les premiers modeles qui présentaient

jusqu’alors le pancréas en tant que coordinateur principal de cette régulation.

1. La régulation périphérigue de la glycémie

Pendant longtemps le modéle de régulation de la glycémie était centré sur le pancréas car
responsable de la sécrétion de nombreuses hormones et enzymes digestives dont les roles sont
déterminants dans 1’homéostasie énergétique. Le pancréas peut étre divisé en deux parties
distinctes : le pancréas exocrine qui secrete des enzymes digestives et le pancréas endocrine.
Le pancréas endocrine constitue 1 a 2% du pancréas total (Réder et al. 2016). Son rble consiste a
sécréter les hormones pancréatiques principalement I’insuline, le glucagon, la somatostatine et
le polypeptide pancréatique. Les cellules endocrines sont regroupées et constituent les Tlots de
Langerhans. Chacune de ces hormones joue un réle spécifique et complexe aussi pour les
besoins de cette thése, nous allons principalement nous concentrer sur les roles de 1’insuline et

du glucagon.

L’insuline a été découverte il y a 100 ans par Banting et ses collaborateurs. L’insuline, sécrétée
par les cellules B pancréatiques, permet de diminuer la production hépatique du glucose (PHG)
et de favoriser la captation de celui-ci par le muscle et le tissu adipeux. L’ensemble de ses

différentes actions permet ainsi a I’insuline de faire baisser le taux de glucose circulant.

1.1.1. La régulation de la sécrétion d’insuline

Afin de pouvoir diminuer la glycémie lors des épisodes de prise alimentaire sans pour autant
induire des hypoglycémies lors des périodes de jelne, il est important que la sécrétion de

I’insuline soit finement régulée et qu’elle réponde a des stimuli bien précis.

La cellule B pancréatique produit et stocke 1’insuline dans des vésicules de sécrétion afin de
pouvoir rapidement libérer ’hormone en cas d’hyperglycémie. La cellule B doit donc étre

capable de capter le glucose plasmatique afin de libérer ’insuline lorsque la glycémie
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augmente. Ce phénomeéne est communément appelé GSIS pour Glucose-Stimulated Insulin

Secretion.

Aprés une prise alimentaire, le glucose contenu dans le bol alimentaire est transporté
progressivement dans la circulation sanguine et capté par les cellules B a 1’aide de transporteurs.
Il existe différents transporteurs de glucose : les transporteurs SGLT (pour sodium-glucose
linked transporters symport) qui sont principalement impliqués dans la captation du glucose
par I’intestin et par le rein, ainsi que les transporteurs GLUT qui permettent un transport facilité
de glucose (Navale & Paranjape 2016). Ces derniers permettent le transport du glucose dans les
tissus utilisateurs et dans les cellules impliquées dans la détection des variations de glycémie.
Il existe 13 isoformes de transporteurs GLUT qui varient en fonction de leur bio-distribution,

de leur affinité pour le glucose et de leur mécanisme d’activation.

Ce sont les transporteurs GLUT1 et GLUT3 chez I’Homme ou GLUT2 chez la souris qui sont
principalement impliqués dans le transport du glucose dans la cellule B pancréatique (De Vos et
al. 1995; McCulloch et al. 2011). Le glucose intracellulaire est ensuite phosphorylé par I’enzyme
glucokinase (GCK). Cette premiere étape semble étre essentielle a la GSIS puisque des
mutations déléteres sur le gene de la GCK chez I’'Homme sont associées a une diminution
importante de la sécrétion d’insuline induite par le glucose alors que des mutations activatrices

entrainent un hyperinsulinisme (Stoffel et al. 1992; Glaser et al. 1998; Rorsman & Braun 2013).

Le glucose-6-phosphate est ensuite métabolisé par les mitochondries pour produire de I’ ATP.
L’augmentation de I’ATP intracellulaire induit une fermeture des canaux potassiques ATP
dépendants ce qui entraine une dépolarisation membranaire ainsi qu’une ouverture de canaux
calciques. L’entrée massive d’ions calcium dans la cellule permet I’exocytose des vésicules

contenant 1’insuline Figure 2 (Réder et al. 2016).

Parallélement au glucose, la cellule B peut aussi répondre aux autres nutriments tels que les
acides aminés et les acides gras afin de sécréter 1’insuline (Rushakoff et al. 1987; Itoh et al. 2003). Par
ailleurs, comme nous le verrons par la suite, la sécrétion d’insuline est fortement stimulée par

I’action d’hormones intestinales appelées incrétines (CF Chapitre 1-1.3.31.3.3).
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Figure 2. Le glucose stimule la sécrétion d’insuline par la cellule B
pancréatique

Le glucose pénétre dans la cellule B par le transporteur GLUT2. Le glucose
est ensuite transformé en ATP par les mitochondries ce qui entraine une
augmentation du ratio ATP/ADP. L'augmentation des concentrations
intracellulaire d'ATP entraine une fermeture des canaux potassiques ATP
dépendants ainsi qu’une fermeture des canaux calciques. In fine, ce
mécanisme entraine une dépolarisation membranaire et donc une
libération des vésicules de sécrétion contenant l'insuline.

Modifié d’apres Roder et al. 2016
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1.1.2. Les modes d’action de I’insuline
1.1.2.1. Les voies de signalisation de I’insuline

La fixation de D’insuline sur son récepteur présent dans différents tissus engendre de
nombreuses réponses métaboliques. La cascade de signalisation alors mobilisée est tres
semblable dans ces différents tissus. Cependant, afin de mieux comprendre les mécanismes
moléculaires conduisant au développement de 1’insulino-résistance dans le diabéte de type 2
(DT2), nous allons présenter principalement les différents effecteurs intracellulaires permettant

a I’insuline d’exercer son activité anti hyperglycémiante.

La fixation de I’insuline sur son récepteur permet 1’activation de deux grandes voies de
signalisation : la voie MAP-kinase/ERK (pour Mitogen-activated protein kinases/ extracellular
signal regulated kinase), qui permet de relayer les effets de I’insuline sur la prolifération
cellulaire et la voie phosphoinositide 3-kinase (PI13K) /AKT qui relaie les effets de 1’insuline

sur le métabolisme que nous allons décrire.

Le récepteur de I’insuline fait partie de la grande famille des récepteurs avec une activité
tyrosine Kinase. Le récepteur comporte plusieurs sous unités : une sous-unité a qui permet la
liaison avec le ligand et une sous-unité B qui posséde 1’activité tyrosine kinase. Les sous-unités
a et B s’associent afin de former des diméres puis des tétrameres représentant la forme active
du récepteur (2 sous-unités o et 2 sous-unités B). A 1’état basal, les sous-unités o inhibent
’activité tyrosine kinase des sous-unités 3, cependant, la fixation de I’insuline sur les sous-
unités a entraine une autophosphorylation des sous-unités 3 sur des résidus tyrosine permettant

d’activer le récepteur (Siddle 2011; Saltiel 2016).

La phosphorylation du récepteur de 1’insuline sur les résidus tyrosine permet le recrutement des
protéines IRS (pour insulin-receptor substrate) dont il existe 4 isoformes principales (IRS 1 a
4), les isoformes IRS-1 et IRS-2 sont fortement impliquées dans le métabolisme du glucose et
des lipides (Bouzakri et al. 2006; Thirone et al. 2006; Siddle 2011). Activé, le récepteur de I’insuline
phosphoryle les protéines IRS sur de nombreux résidus tyrosine conduisant a un changement
de conformation et a I’activation notamment de la voie PI3K/AKT. La phosphorylation d’AKT
dans le signal insulinique conduit a un recrutement de facteurs de transcription qui régulent les

genes impliqués dans la régulation du métabolisme glucidique (Haeusler et al. 2018) Figure 3.
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La fixation de I'insuline (Ins) sur son récepteur (IR) entraine une autophosphorylation de la sous-unités B ainsi que la
phosphorylation des protéines IRS sur des résidus tyrosine. La phosphorylation des protéine IRS permet le

recrutement de PI3K et de Grb2 ce qui entraine I'activation des voies de signalisation médiées par AKT ou ERK.
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1.1.2.2. L’action de I’insuline sur le muscle

Le glucose et les acides gras constituent les principaux substrats énergétiques du muscle.
(Rahman et al. 2021). Durant 1’effort, le substrat énergétique est issu de la glycolyse alors qu’au
repos 1’énergie est stockée dans les myocytes sous forme de glycogene. Le glycogéne est
synthétisé a partir du glucose plasmatique par la voie de glycogénogenése. 70% du glucose
plasmatique est ainsi utilisé par le muscle (Baron et al. 1988) et reléve de la captation de glucose

par les myocytes sous le contrdle de I’insuline.

La captation du glucose dans le muscle s’effectue grace au transporteur de glucose GLUT4. En
condition basale, ce récepteur est localisé dans des vésicules de stockage. En condition
d’hyperglycémie, I’insuline favorise la translocation de GLUT4 a la membrane permettant ainsi
la captation cellulaire du glucose plasmatique (Samuel & Shulman 2016). En effet, la fixation de
I’insuline sur son récepteur entraine la phosphorylation de IRS1 puis I’activation de la voie
meédiée par PI3K, ceci permet a la fois de remodeler les filaments d’actine et de recruter les
protéines impliquées dans le trafic vésiculaire (Bouzakri et al. 2006; Sylow et al. 2021). Ainsi, les
vésicules intracellulaires contenant le transporteur GLUT4 sont transloquées a la membrane

favorisant I’entrée du glucose dans les myocytes.

L’insuline permet donc d’augmenter la captation du glucose par les myocytes mais elle permet
également d’augmenter le stockage du glucose sous forme de glycogene. En effet, I’activation
de la voix PI3K par I’insuline stimule I’enzyme glycogéne synthase et inhibe inversement

I’enzyme glycogéne phosphorylase (Petersen & Shulman 2018; Sylow et al. 2021) Figure 4.

1.1.2.3. L’action de I’insuline sur le tissu adipeux

Par opposition au muscle, le tissu adipeux n’est pas grand consommateur de glucose puisque la
captation du glucose par le tissu adipeux représente 5 a 10% de la captation totale de glucose
(Virtanen et al. 2002). En revanche, 1’action de I’insuline sur le tissu adipeux blanc permet de
réguler fortement les taux circulants d’acides gras et de glycérol, éléments essentiels au

maintien de ’homéostasie glucidique.

L’action de I’insuline sur le tissu adipeux s’effectue principalement par une diminution de la
lipolyse. En effet, I’insuline, via la stimulation de 1’enzyme phosphodiestérase-3B (PDE3B),

inhibe I’activité de la protéine-kinase A (PKA) (Kitamura et al. 1999; Rondinone et al. 2000). Or, dans
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La fixation de I'insuline sur son récepteur entraine le recrutement de la protéine IRS ce
qui entraine I'activation de la voie de signalisation médiée par PI3K/AKT. L’activation
de AKT permet (i) de favoriser la translocation membranaire du transporteur de
glucose GLUT4 et (ii) d’activer les enzymes responsables de la synthése de glycogéne
(glycogéne synthase).

GSV : Vésicule contenant GLUT4 ; InsR : Récepteur de I'insuline

Modifié d’apres Pertersen et Shulman 2018
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le tissus adipeux, la PKA favorise la lipolyse en phosphorylant 1’hormone-sensitive lipase
(HSL) (Petersen & Shulman 2018) ce qui conduit a I’hydrolyse des triglycérides contenus dans les
gouttelettes lipidiques en acides gras et en glycérol (Holm 2003). Ainsi, la diminution de I’activité
de la PKA par I’insuline permet de diminuer le taux de phospho-HSL dans les adipocytes et par

conséquent la libération plasmatique d’acides gras et de glycérol.

Conjointement a la diminution de la lipolyse, I’insuline favorise aussi la captation des acides
gras et des triglycérides circulants. En effet, I’insuline augmente 1’activité de la lipoprotéine
lipase (LPL) (Farese et al. 1991). Cette enzyme permet I’hydrolyse des triglycérides contenus dans
les VLDL (pour very low density lipoprotein). La transformation de ces triglycérides en acides
gras est nécessaire pour que ces derniers soient pris en charge par des transporteurs spécifiques
et puissent pénétrer dans les adipocytes. A I’instar de GLUT4 dans le muscle, I’insuline permet
aussi la translocation de ces transporteurs a la membrane favorisant ainsi la captation d’acides

gras par les adipocytes (Stahl et al. 2002).

Les acides gras captés par les adipocytes sont ensuite estérifiés pour étre stockés sous forme de
triglycérides. Cependant, 1’estérification des acides gras est dépendante de la disponibilité du
glycérol-3-phosphate. L’insuline, qui permet la captation du glucose dans les adipocytes,
favorise la disponibilité du glycérol-3-phosphate et stimule donc la lipogenése. En outre,
I’insuline active le facteur de transcription SREBP1c (pour sterol regulatory element binding
protein-1C) qui régule positivement I’expression des genes impliqués dans la lipogenese (e.g.,

I’acetyl-CoA carboxylase ou I’acide gras synthase) (Petersen & Shulman 2018). Figure 5

Par I’inhibition de la lipolyse et la stimulation de la lipogenese dans le tissu adipeux, I’insuline
diminue la concentration plasmatique des acides gras et du glycérol, substrats de la
néoglucogenése hépatique. L’action de I’insuline permet, par conséquent, de limiter la
biodisponibilité des substrats nécessaires a la PHG et participe donc au maintien de

I’homéostasie du glucose (Lewis et al. 2021).

1.1.2.4. L’action de I’insuline sur le foie

Le foie joue un role central dans le métabolisme énergétique puisqu’il constitue 1’organe
principal pour la synthése, le stockage et la redistribution du glucose, des protéines et des

lipides. En effet, le foie est impliqué dans de nombreuses voies métaboliques qui sont finement
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Figure 5. Représentation simplifiée de I'action de l'insuline dans le tissu adipeux blanc
Dans le tissu adipeux, I'insuline permet (i) de favoriser la captation d’acides gras en
activant la LPL, (ii) d’inhiber la lipolyse en activant la phospho-di-estérase-3B (PDE3B),
(iii) d’activer la lipogenése en activant le facteur de transcription SREBP1C (sterol
regulatory element binding protein) et en favorisant la translocation de GLUT4 a la
membrane.

GSV : Vésicules contenant GLUT4 ; HSL : Hormone sensitive lipase ; InsR : Récepteur de
I'insuline ; LPL : lipoprotéine lipase ; PDE3B : phospho-di-estérase 3B ; TG : Triglycérides
Modifié d’apres Pertersen et Shulman 2018
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régulées par les hormones pancréatiques dont I’insuline. Or, le foie est le premier organe cible
de I’insuline qui lui arrive directement via la veine porte. La fixation de 1’insuline sur son
récepteur hépatique induit de nombreux changements métaboliques. Schématiquement, il est
admis que I’insuline stimule les voies anaboliques permettant le stockage de macromolécules

(glycogene, lipides et protéines) et inhibe la synthése de glucose et d’acide gras.

= Action de ['insuline sur la production hépatique du glucose

L’équilibre du métabolisme glucidique dans le foie est maintenu par une balance entre stockage
de glucose sous forme de glycogene via la glycogénogenese et production de glucose. En
période de jelne, le foie est capable de produire du glucose par deux mécanismes : la
glycogénolyse et la néoglucogenése. La glycogénolyse correspond a la production de glucose
a partir des stocks de glycogene tandis que la néoglucogenese permet la synthése de glucose a
partir d’autres substrats tels que le lactate, les acides aminés ou le glycérol. Ces deux

mécanismes sont regroupés sous le méme terme : la production hépatique de glucose.

Contrairement au muscle et au tissu adipeux, 1’insuline n’agit pas directement sur le transport
de glucose dans le foie. Cependant, elle est impliquée dans la régulation hépatique de
I’homéostasie du glucose en diminuant fortement la PHG et en augmentant la synthése de
glycogene. (Petersen & Shulman 2018). En effet, la fixation de I’insuline sur son récepteur hépatique
permet 1’activation de la voie de signalisation médiée par PI3K/AKT et la phosphorylation du
facteur de transcription FOXO1 (Forkhead box protein O1) (Brunet et al. 1999). Or, la
phosphorylation de FOXO1 bloque sa translocation nucléaire inhibant ainsi la transcription de
ces genes cibles (Brunet et al. 1999). L’activation de FOXO1 est associée a (i) une augmentation
de la transcription des enzymes impliquées dans la néoglucogenese (e.g., Glucose-6-
phosphatase) ; et (ii) une diminution de I’expression de GCK impliquées dans la synthése de
glycogéne. Ainsi, I’inactivation de FOXO1 par I’insuline permet une diminution de la PHG et

une activation des voies de la glycogénogenese. Figure 6

L’insuline peut alors agir directement via son récepteur pour réguler le métabolisme hépatique
cependant d’autres études suggérent que cet effet peut étre aussi médié par une action indirecte
de I’insuline (Lewis et al. 2021; Rahman et al. 2021). Effectivement, comme nous 1’avons déja vu,

I’insuline diminue la lipolyse dans le tissu adipeux ainsi que la synthése de glucagon entrainant
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Figure 6. Représentation simplifiée de I'action de I'insuline dans le foie

La fixation de I'insuline sur son récepteur permet le recrutement des protéines IRS ce qui entraine
I'activation de la voie de signalisation médiée par PI3K/AKT. La phosphorylation de FOXO1
(Forkhead box protein O1) par AKT inhibe sa translocation dans le noyau, permettant d’inactiver
la transcription des enzymes responsables de la néoglucogeneése (Glucose-6-phosphatase, G6PC)
et d’activer la transcription des enzymes de la glycogénogenése (Glucokinase, GCK). De plus,
I'insuline permet I'activation de SREBP1c ce qui favorise la lipogenese hépatique.

Modifier d’apreés Pertersen et Shulman 2018
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indirectement une diminution de la PHG. De plus, le métabolisme hépatique est aussi modulé

par I’action centrale de 1’insuline que nous détaillerons par la suite.

= Action de ['insuline sur la lipogenése hépatique

Parallelement a son action dans le métabolisme du glucose, I’insuline participe également au
métabolisme lipidique hépatique. Ce dernier peut se résumer en 3 grands processus : (i) la
récupération des acides gras libres plasmatiques ainsi que la production d’acide gras ; (ii) la
production d’énergie via la B oxydation des acide gras ; et (iii) le stockage de lipides sous forme
de triglycérides par la lipogenése. Méme s’il ne s’agit pas de son role principal, cette capacité
du foie a stocker des triglycérides est un mécanisme extrémement important dans la

physiopathologie du DT2 notamment via la stéatose hépatique.

L’action de I’insuline sur le foie permet de réguler le stockage de lipides a partir de glucose en
augmentant la transcription des génes impliqués dans la lipogenése hépatique. Cette régulation
s’opére grace a 1’action stimulante de I’insuline sur le facteur de transcription SREBP-1c qui
comme nous I’avons mentionné dans le tissu adipeux, permet d’augmenter la transcription des

enzymes impliquées dans la lipogenese (Jelenik et al. 2017).

Le glucagon représente la deuxiéme principale hormone pancréatique impliquée dans
I’homéostasie du glucose. Le glucagon (pour GLUCo0se-AGONist) est sécrété par les cellules o
des ilots pancréatiques en condition d’hypoglycémie. Son action sur ses tissus cibles (le foie
principalement) induit une augmentation de la production endogene de glucose et par

conséquence une augmentation de la glycémie.

1.2.1. Larégulation de la sécrétion de glucagon

La sécrétion du glucagon est fortement impactée par les variations des concentrations
plasmatiques du glucose (Janah et al. 2019). Comme pour 1’insuline, via I’implication de canaux

ioniques, la sécrétion du glucagon par les cellules o requiert un changement de potentiel
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membranaire (Miiller et al. 2017). Cette stimulation est glucose-dépendante mais, contrairement a
I’insuline, le glucagon est sécrété en condition d’hypoglycémie. En effet, les canaux potassiques
de la cellule a pancréatique sont beaucoup plus sensibles aux variations d’ATP intracellulaire
induites par ’entrée cellulaire du glucose. Par conséquent, les canaux potassiques se ferment
lorsque les concentrations de glucose plasmatiques sont plus basses que pour la cellule . La
fermeture de ces canaux K" ATP-dépendants induit I’ouverture des canaux sodiques et
calciques permettant alors 1’exocytose des granules de sécrétion de glucagon. Cependant, 1ors
d’une forte concentration en glucose, les niveaux d’ATP intracellulaires sont tels qu’ils
conduisent a une fermeture des canaux sodiques et calciques inhibant alors la sécrétion du

glucagon dans la circulation (Quesada et al. 2008).

D’autres effecteurs sont capables de réguler la libération du glucagon. C’est le cas par exemple
de la somatostatine, des acides aminés, ou encore de 1’insuline. En effet, la fixation de I’insuline
sur son récepteur a la membrane des cellule o module les canaux K* favorisant une
hyperpolarisation membranaire et donc 1’inhibition de la sécrétion de glucagon (Franklin et al.
2005). Par ailleurs, la capacité des incrétines a moduler la sécrétion d’insuline en cas

d’hyperglycémie participe aussi, indirectement, a la régulation de la sécrétion de glucagon.

1.2.2. Le mode d’action du glucagon

Le glucagon agit principalement sur le foie afin d’inhiber les voies de la glycogenese et de la
glycolyse et de stimuler les voies de la glycogénolyse et de la néoglucogenéese. Finalement, le

glucagon permet une augmentation de la glycémie en augmentant la PHG.

La fixation du glucagon sur son récepteur hépatique induit une activation de la voie de
signalisation médiée par 1’adénylate cyclase et la PKA. L’activation de la PKA stimule la
phosphorylation de plusieurs enzymes impliquées dans la glycogénolyse telles que la glycogene
phosphorylase. Or I’activation de la glycogene phosphorylase contribue a la production de
glucose-6-phosphate a partir de glycogéne puis du glucose par ’action de la glucose-6-
phosphatase (Miller et al. 2017). Parallelement a son action sur la glycogénolyse, il a été montré
que le glucagon inhibait la glycogénogenese par la diminution de I’activité de la glycogéne
synthase (Maller et al. 2017). Via son action sur la PKA, le glucagon inhibe aussi les enzymes
impliquées dans la glycolyse et stimule celles impliquées dans la néoglucogenése. Ainsi, par

I’ensemble de ces actions, le glucagon stimule fortement la PHG.
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La détection du glucose sanguin par les cellules B n’est pas le seul élément déclencheur de la
sécrétion d’insuline. En effet, I’arrivée dans ’intestin du glucose mais aussi des autres
macronutriments activent fortement la sécrétion d’hormones intestinales insulinotropes. Ces

hormones sont responsables de 1’effet incrétine.

1.3.1. L’effet incrétine

L’effet incrétine renvoie a un phénomene qui a été pour la premiere fois mesuré en 1967 par
Perley et Kipnis qui ont démontré que la stimulation de la sécrétion d’insuline par le glucose
est moins importante lorsque le glucose est injecté par voie intraveineuse comparativement a
I’administration du glucose par voie orale. Ces résultats mettent donc en exergue que des
signaux émis par le tractus gastro-intestinal en réponse a 1’arrivée du glucose favorise la
sécrétion d’insuline (Perley & Kipnis 1967). Aujourd’hui, des études ont montré que [’effet
incrétine était responsable de prés de 70% de la GSIS chez le sujet sain et que les deux
principales hormones responsables de ce phénomeéne étaient le GIP (pour glucose-dependent
insulinotropic polypeptide) et le GLP-1 (pour glucagon like peptide-1) (Parker et al. 2010; Ahrén et
al. 2020).

1.3.2. Lasécrétion des incrétines

Le GIP et le GLP-1 sont deux hormones intestinales produites par les cellules entéro-endocrines
K et L respectivement (Pais et al. 2016). La sécrétion de ces deux hormones est détectée trés
précocement apres une prise alimentaire. En effet, les concentrations de GIP mais aussi de GLP-
1 augmentent quelques minutes apreés une charge orale en glucose jusqu’a atteindre une
concentration maximale a 1lh de [I’ingestion. Ensuite, les concentrations diminuent
progressivement durant quelques heures jusqu’a leur niveau basal (Meier et al. 2007; Bagger et al.
2011; Nauck & Meier 2018). Cette cinétique de sécretion correspond au passage des nutriments dans
le duodénum. En effet, ’arrivée du glucose dans ’intestin permet de stimuler la sécrétion des
deux incrétines (Schirra et al. 1996; Parker et al. 2010). Le mécanisme moléculaire permettant la

sécrétion du GIP et du GLP-1 par les cellules entéro-endocrines est encore mal connu,
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cependant, un mécanisme semblable a celui de d’insuline par la cellule B est actuellement

envisagé.

Ce mécanisme requiert le cotransporteur sodium/glucose SGLT1 puisque les souris deficientes
pour ce dernier présentent un défaut de sécrétion de GIP et de GLP-1 apres une charge orale en
glucose (Gorboulev et al. 2012). Ce transporteur favorise 1’entrée cellulaire simultanée de sodium
et de glucose qui conduit a une modification du potentiel membranaire et 1’exocytose des
incrétines. En outre, la transformation du glucose en ATP par les glucokinases et les
mitochondries active la fermeture des canaux potassiques favorisant également 1’exocytose et
la sécrétion du GLP-1 et du GIP Figure 7.

Comme nous I’avons vu, ces deux hormones ne sont pas sécrétées par le méme type cellulaire.
Les cellules L intestinales synthétisent le GLP-1 et sont principalement situées dans 1’iléon et
le colon tandis que les cellules K, qui produisent le GIP, sont situées principalement dans le
duodénum. Le glucose atteint donc dans un premier temps les cellules L proximales puis les
cellules K qui sont plus distales. Si le glucose constitue le stimulus principal de la sécrétion des
deux incrétines, nous devrions observer une sécrétion différée des deux hormones. Or, la
sécrétion des deux hormones s’effectue simultanément ce qui suggére un second mécanisme
facilitant la sécrétion du GLP-1. Aujourd’hui ce mécanisme n’est pas encore connu, certaines
études suggerent une implication du systéme nerveux entérique ou encore une régulation directe
par le peptide GIP (Nauck & Meier 2018). La mise en évidence de cellules entéro-endocrines co-
exprimant a la fois GIP et le GLP-1 dans le duodénum soutient également cette hypothese

(Mortensen et al. 2000, 2003).

1.3.3. L’effet insulinotrope des incrétines

Le GIP et le GLP-1 ainsi sécrétés en réponse au passage des nutriments dans 1’intestin vont
ensuite atteindre leur cible principale : 1a cellule B pancréatique. Ces deux incrétines possédent
chacune un récepteur qui leur est spécifique et fortement exprimé par les cellules  (Holst 2019).
Ces deux récepteurs sont couplés a une protéine G et activent la voie de 1’adénylate cyclase et
de I’adénosine monophosphate cyclique (AMPc)/PKA. L’augmentation de I’AMPc favorise la
libération de calcium par le réticulum endoplasmique (Miiller et al. 2017). Or, comme nous 1’avons
vu, I’augmentation du calcium intracellulaire permet I’exocytose des granules de sécrétion

contenant 1’insuline. Cependant, ce mécanisme d’action ne permet pas a lui seul d’activer la
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Figure 7. Mécanisme de sécrétion des incrétines

Le transporteur SGLT1 permet une entrée simultanée de glucose
et de sodium dans les cellules intestinale. L'entrée de sodium
associée a une ouverture des canaux potassique ATP dépendants
entrainent un changement de potentiel membranaire ce qui
permet la sécrétion des vésicules contenant les incrétines.
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sécrétion d’insuline car I’exocytose nécessite la fermeture des canaux potassiques afin d’induire
une dépolarisation membranaire, mécanisme déclenché par I’augmentation des taux de glucose
et donc par I’hyperglycémie (Nauck & Meier 2018). Le GLP-1 est également capable d’augmenter
I’expression de la GCK et de GLUT2, favorisant ainsi I’entrée du glucose dans la cellule B ainsi
que son métabolisme (Buteau et al. 1999). GLP-1 et GIP permettent donc de potentialiser 1’effet

du glucose sur la sécrétion d’insuline et d’induire une sécrétion insulinique glucose-dépendante

Bien qu’il soit difficile de déterminer la contribution propre de ces deux hormones dans 1’effet
incrétine global, 1’utilisation d’inhibiteur des récepteurs du GIP et du GLP-1 a mis en évidence
que le GIP était plus efficient pour stimuler la GSIS que le GLP-1 (Gasbjerg et al. 2019). De plus,
I’utilisation de modéeles de souris déficientes pour le récepteur du GLP-1, du GIP ou pour les
deux récepteurs a mis en évidence un effet additif des deux incrétines. En effet, les souris
déficientes pour I’un ou I’autre des récepteurs présentaient un défaut de la GSIS moins prononcé
que les souris invalidées pour les deux récepteurs (Preitner et al. 2004; Hansotia & Drucker 2005).
Enfin, parallelement a leur effet insulinotrope, les incrétines, et particulierement le GLP-1,
pourraient augmenter la prolifération et inhiber 1’apoptose des cellules B pancréatiques (Fehmann

& Habener 1992; Stoffers et al. 2000; Egan et al. 2003; Maida et al. 2009).

1.3.4. Autres actions des incrétines dans la regulation périphérique de la glycémie

En activant fortement la sécrétion d’insuline, les incrétines agissent indirectement sur le foie,
le muscle et le tissu adipeux pour réguler la glycémie. Bien qu’il soit difficile
expérimentalement de les distinguer des effets indirects via 1’insuline, quelques études

rapportent des effets directs et spécifiques des incrétines sur le foie et le tissu adipeux.

1.34.1. Effet du GIP sur le tissu adipeux

Le GIP contribue a la régulation lipidique. En effet, il faut souligner tout d’abord que le
récepteur du GIP est exprime par les adipocytes chez I’Homme (Yip et al. 1998; Weaver et al. 2008).
Dans les modeles génetiques et pharmacologiques murins inhibant la signalisation du GIP,
I’accumulation lipidique dans les adipocytes ainsi que leur taille sont fortement diminuées ; une

réduction de I’accumulation des triglycérides dans le foie et le muscle est également observée.
(Miyawaki et al. 2002).
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Dans les modeles de culture de pré-adipocytes traités par GIP, une augmentation de I’activité
de la LPL ainsi qu’une augmentation du stockage de lipides intracellulaires sont décrits. (Eckel
et al. 1979; Miyawaki et al. 2002; Getty-Kaushik et al. 2006; Kim et al. 2007). Ainsi, ’action du GIP sur le
tissu adipeux s’apparente a celle de I’insuline et plusieurs travaux rendent compte d’un effet

synergique de ces deux hormones sur la LPL. (Knapper et al. 1995).

Parallélement, d’autre études rapportent que le GIP stimule aussi la lipolyse lorsque
I’insulinémie est basse via notamment la production de cytokines pro-inflammatoires (Timper et
al. 2013) et I’augmentation de la phosphorylation de HSL (Mcintosh et al. 1999). Ceci a également
été rapporté chez des patients déficients en insuline (Heimburger et al. 2021). Cet effet lipolytique
du GIP est cependant aboli en présence d’insuline de sorte que cette derniére semble finalement
étre un facteur déclenchant dans le basculement de I’effet lipolytique de GIP vers un effet

stimulateur de la lipogenése Figure 8.

1.3.4.2. Effet de GLP-1 sur la production hépatique de glucose

Parallélement aux effets sur la cellule B, d’autres actions du GLP-1 sont relayées par le systéme
nerveux (CF Chapitre 1- 2.5.1.1) et directement sur I’hépatocyte. En effet, le récepteur du GLP-
1 est exprimé dans ce type cellulaire (Gupta et al. 2010; Panjwani et al. 2013). Comme pour le GIP, il
est difficile de distinguer I’effet direct du GLP-1 sur le foie de I’effet indirect via son effet
insulinotrope. Cependant, Seghieri et coll ont effectué, chez le sujet sain, des infusions de GLP-
1 conjointement & un inhibiteur de la sécrétion d’insuline et de glucagon. Dans ces conditions
expérimentales, la PHG était réduite de 27% (Seghieri et al. 2013), les déterminants de cet effet ne
sont pas clairs, le rle des metabolites du GLP-1 n’étant pas exclu. En effet, produit par
I’intestin, le GLP-1 est tres rapidement dégrade par la peptidase DPP4 (pour dipeptidyl
peptidase-4) et les endopeptidases NEP (pour neutral endopeptidase) en différents métabolites
tels que le GLP-19.35 et le GLP-12835. Bien qu’initialement considérés comme métabolites
inactifs, des études plus récentes ont montré que I’injection de ces composés €tait responsable

d’une diminution importante de la PHG (Elahi et al. 2008; Tomas et al. 2010, 2011b; a; Ip et al. 2013).
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Figure 8. Action directe et indirecte du GIP sur le tissu adipeux

L’action du GIP sur le pancréas entraine une augmentation de la synthése et de la sécrétion d’insuline ainsi qu’une
augmentation de la prolifération et de la survie des cellules B. De plus, I'action de GIP sur les adipocytes peut
entrainer a la fois une augmentation de la lipolyse et de la lipogenése en fonction des concentrations plasmatiques
d’insuline.
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D’aprés Mgller et al. 2016



Introduction Chapitre 1 : La régulation physiologique de la glycémie

2. Laréqulation centrale de la glycémie

L’hypoth¢se d’une régulation centrale de la glycémie a été proposée pour la premiére fois par
Claude Bernard en 1855 par la description de 1’effet hyperglycémiant de la 1ésion du plancher
du 4° ventricule chez le lapin. Malgré ces premiéres observations, la découverte de I'insuline en
1921 a plut6t focalisé la recherche scientifique concernant la régulation de la glycémie autour
du pancréas. La régulation de la glycémie était alors considérée comme exclusivement
périphérique et centrée sur les hormones pancréatiques et sur leurs tissus cibles. Cependant,
aujourd’hui de nombreuses études rendent compte d’une coopération étroite entre le cerveau et

les organes périphériques.

Du fait de sa localisation anatomique, I’hypothalamus, particuliérement le noyau arqué (ARC),
joue un role déterminant dans la détection des signaux métaboliques et hormonaux
périphériques. En effet, I’ARC borde le 3° ventricule ainsi que I’éminence médiane (EM). Cet
organe, localisé au niveau du plancher du 3¢ ventricule, présente la particularité d’avoir une
barriere hémato-encéphalique (BHE) fenestrée autorisant ainsi le passage sélectif de signaux
périphériques tels que les nutriments (glucose, acides gras, acides aminés) et certaines protéines
ou hormones Figure 9. Ainsi I’EM permet d’informer en permanence le noyau arqué de 1’état

nutritionnel et hormonal de 1’organisme (Martinez et al. 2019).

Cent ans apres la découverte de Claude Bernard, des neurones sensibles au glucose furent
identifiés (Anand et al. 1964; Oomura et al. 1969; Lundqvist et al. 2019). L’étude de ces neurones permet
aujourd’hui de distinguer précisément deux populations neuronales : les neurones excités (GE)
par le glucose dont ’activité augmente avec la glycémie et ceux inhibés par le glucose (Gl)
dont I’activité diminue avec I’augmentation de la glycémie (Yoon & Diano 2021). Ces neurones
sont largement distribués dans le SNC mais principalement dans les différents noyaux de
I’hypothalamus tels que I’hypothalamus ventro médian (VMH), I’ARC, le noyau
paraventriculaire (PVN) et 1’aire hypothalamique latérale (LHA) (Ruud et al. 2017) Figure 10.
Ces neurones sont aussi présents dans des noyaux extra-hypothalamiques tels que le noyau du
tractus solitaire (NTS) et le noyau moteur du nerf vague (DMNX) leur permettant ainsi de
capter différents signaux périphériques et de les retransmettre a 1’hypothalamus (Geerling et al.

2010).
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L’ARC comporte deux populations neuronales gluco-sensibles distinctes: les neurones
secrétant le neuropeptide Y (NPY) et I’agouti-related protein (AgRP) et les neurones sécrétant
la pro-opio-mélanocortine (POMC). Ces deux populations neuronales présentent la particularité
de réguler ’homéostasie énergétique de fagon opposée (Timper & Briining 2017; Yoon & Diano 2021).
En effet, les épisodes de prise alimentaire associés a I’augmentation de la glycémie activent les
neurones POMC responsables de la sécrétion d’a-melanocyte stimulating hormone (a-MSH).
L’a-MSH, en se fixant sur son récepteur présent dans les neurones de I’ARC, du PVN, de la
LHA et du VMH, diminue alors la prise alimentaire et augmente la dépense énergétique. A
contrario, lors des épisodes de jeline ou lorsque la glycémie est basse, les neurones NPY/AgRP
sont actives. Ces neurones stimulent la prise alimentaire et diminue la dépense énergétique par
I’action de NPY et d’AgRP sur leur récepteur spécifique dans la LHA et dans le PVN
principalement (Timper & Briining 2017; Yoon & Diano 2021).

L’activité de ces deux populations neuronales impliquée dans la régulation de la balance
énergétique est modulée par la détection des signaux périphériques métaboliques et hormonaux.
En effet, des études d’électrophysiologie ont montré qu’une augmentation des niveaux de
glucose extra-cellulaire dans I’ARC inhibe 1’activité des neurones NPY/AgRP et excite les
neurones POMC (Muroya et al. 1999; Ibrahim et al. 2003; Mountjoy et al. 2007). Les neurones
NPY/AgRP constituent alors des neurones de type Gl alors que les neurones POMC sont plutot

des neurones de type GE (Pozo & Claret 2018).

Les neurones POMC et NPY/AgRP de I’ARC ne sont pas seuls a détecter les modifications de
glucose extracellulaire. En effet, une sous population neuronale du VMH et de la LHA (dans
lesquels les neurones de I’ ARC projettent), est gluco-sensible et comporte a la fois des neurones
GE et GI. L’activité des neurones GI est essentielle a la contre régulation de I’hypoglycémie
alors que les neurones GE du VMH sont impliqués dans la régulation de la sécrétion

périphérique des hormones pancréatiques par le SNC (CF Chapitre 1-2.2).

2.1.1. Les mécanismes moléculaires du « glucose-sensing »

Les mécanismes moléculaires qui permettent aux neurones GE de s’activer lorsque la glycémie
augmente ressemblent fortement aux mécanismes de sécrétion de I’insuline par la cellule . En
effet, comme pour la cellule B, les neurones GE expriment le transporteur de glucose GLUT 2

ainsi que la glucokinase (Leloup et al. 1994; Lynch et al. 2000; Dunn-Meynell et al. 2002; Arluison et al.
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2004; Kang et al. 2004). Incorporé dans les neurones, le glucose est ensuite phosphorylé par la GCK
ce qui augmente les concentrations d’ ATP intra-cellulaire. Cette augmentation d’ATP entraine
alors la fermeture des canaux potassiques ATP-dépendants et la dépolarisation membranaire et

enfin la sécrétion des neurotransmetteurs (Ashford et al. 1990; Kang et al. 2004) Figure 11A.

En revanche, les mécanismes qui permettent aux neurones GI d’étre activés en condition
d’hypoglycémie et inhibés en condition d’hyperglycémie sont moins bien connus. Les neurones
Gl expriment également le transporteur GLUT2 et la GCK (Kang et al. 2004, 2006). L’ activation
des neurones GI nécessiterait aussi la mobilisation de I’AMP kinase (AMPK) (Mountjoy et al.
2007). En effet, D’activit¢ de I’AMPK est fortement dépendante des concentrations
intracellulaires d’AMP. Or, les concentrations d’AMP augmentent en condition de déficit
énergétique (Hardie & Carling 1997; Kahn et al. 2005; Hardie et al. 2006). Ainsi I’AMPK est activée
lorsque les concentrations de glucose sont basses entrainant la fermeture des canaux chlorures,
la dépolarisation membranaire et la sécrétion des neurotransmetteurs (Song & Routh 2005). A
contrario, lorsque les concentrations de glucose augmentent, I’AMPK est inactive et les canaux
chlorures restent ouverts, aboutissant a une hyperpolarisation membranaire et donc

I’inactivation des neurones GI Figure 11B.

2.1.2. Implication des cellules non neuronales

Les astrocytes et les tanycytes jouent un réle important dans la communication entre les cellules
en favorisant les échanges de nutriments et de signaux métaboliques avec les neurones (Fuente-

Martin E et al. 2019).

Les tanycytes bordent la paroi du 3° ventricule ainsi leurs corps cellulaires sont en contact direct
avec le liquide céphalo-rachidien (LCR) alors que leurs projections sont en contact avec les
neurones hypothalamiques (Fuente-Martin et al. 2019). Les astrocytes sont localisés a proximité de
la BHE et projettent, comme les tanycytes, jusqu’aux neurones hypothalamiques (Fuente-Martin
et al. 2019). Comme pour les neurones, la détection des signaux métaboliques périphériques par
les tanycytes et les astrocytes nécessite le transporteur GLUT2, la GCK et les canaux
potassiques ATP-dépendants qui sont tous trois exprimés par ces deux populations cellulaires
(Maekawa et al. 2000; Garcia et al. 2003). En effet, I’inhibition de GLUT2 spécifiquement dans les
tanycytes réduit la capacité de I’hypothalamus a réguler la glycémie (Barahona et al. 2018). Par

ailleurs, la réexpression de GLUT 2 dans les astrocytes spécifiquement chez des souris qui
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A : L'augmentation de la concentration intracellulaire de glucose induite par le transporteur GLUT 2 augmente le ratio
ATP/ADP ce qui entraine la fermeture des canaux potassiques ATP dépendants et la dépolarisation membranaire. Cette
modification de potentiel membranaire provoque I'ouverture des canaux calciques et augmente I'activité neuronale ainsi
que la sécrétion de neurotransmetteurs.

B : Dans les neurones Gl, 'augmentation du ratio ATP/ADP inhibe I'activité de I’AMP Kinase (AMPK) ce qui maintient les

canaux chlorures ouverts. La membrane plasmique est alors hyperpolarisée ce qui inhibe la sécrétion de
neurotransmetteurs.

D’apres Jordan et al. 2010
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n’expriment pas ce transporteur permet de restaurer la réponse centrale a I’hypoglycémie (Marty
et al. 2005). Ces résultats indiquent alors que les astrocytes et les tanycytes jouent un réle dans
le systeme gluco-régulateur central. Ainsi, les cellules gliales sont capables de détecter les
variations de glycémie et jouent donc un réle important dans la transmission de ces signaux aux

neurones gluco-sensibles de 1I’hypothalamus.

2.1.3. L’importance des afférences nerveuses dans I’intégration des signaux

meétaboliques par le SNC

Renseigné grace aux astrocytes, aux tanycytes et a I’épithélium fenestré de I’éminence médiane,
I’hypothalamus regoit aussi en permanence des signaux nerveux afférents provenant des
neurones périphériques. Certains neurones qui innervent la veine hépatoportale et le tractus
gastro-intestinal sont gluco-sensibles et transmettent des informations métaboliques a

I’hypothalamus (Bentsen et al. 2019).

Le tractus gastro-intestinal est fortement innervé par des neurones gluco-sensibles. Dés la cavité
buccale, I’ingestion de glucose induit une stimulation nerveuse qui projette jusque dans le NTS,
le noyau parabrachial et le DMNX (Berthoud et al. 1981; Berthoud & Powley 1990). Dans I’intestin,
I’arrivée du glucose ainsi que la libération des incrétines favorisent 1’activation du systéme

nerveux entérique qui projette jusque dans le NTS (Thorens & Larsen 2004).

Par ailleurs, les nutriments absorbés par le tractus gastro-intestinal ainsi que les incrétines
(GLP-1, GIP...) sont transportés directement par la veine hépatoportale jusqu’au foie puis dans
la circulation générale. Le gradient de glucose observé entre la veine hépatoportale et la
circulation générale apres un repas constitue un signal dit « portal » qui active les afférences
vagales. Ces afférences du nerf vague observées dans la veine porte projettent jusque dans le
SNC et notamment dans le NTS ; mais aussi dans 1’hypothalamus (LHA, PVN) (Adachi et al.
1984; Shimizu et al. 2012).

L’intégration de ces signaux neuronaux par les différents noyaux de I’hypothalamus associée a
la détection directe des variations de glucose par les neurones et les cellules gliales, permettent
a ’hypothalamus de réguler la prise alimentaire mais aussi la glycémie en modulant d’une part
I’utilisation du glucose par les organes périphériques et d’autre part la production des hormones

pancréatiques Figure 12.
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Figure 12. Intégration des signaux périphériques métaboliques par I’hypothalamus

L’arrivée du glucose dans la cavité buccale, le tractus intestinal et la veine porte entraine une activation des
afférences vagales. Par ailleurs, 'arrivée du glucose dans le duodénum entraine la libération des peptides
intestinaux dans la veine porte ce qui active les afférences vagales portales et de la moelle épiniére. Ces influx
nerveux sont alors transmis aux neurones du tractus solitaire puis dans I’"hypothalamus.

Modifié d’aprés Donovan et al. 2009
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Les signaux métaboliques telle que I’arrivée de glucose dans le tractus gastro-intestinal ou dans
la veine porte sont intégrés dans le SNC et sont retransmit au pancréas par I’intermédiaire de
fibres nerveuses descendantes. En effet, le pancréas est fortement innervé par des fibres
nerveuses sympathiques (nerf splanchnique) et parasympathiques (nerf vague) (Osundiji & Evans
2013). Les neurotransmetteurs et neuropeptides libérés par ces fibres nerveuses tels que 1’acétyl-
choline, le polypeptide vasoactif intestinal (VIP) ou encore le PACAP (Pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide) peuvent se lier a leurs récepteurs respectifs exprimés sur les

cellules a et/ou B pancréatiques et controler la sécrétion d’insuline et de glucagon (Thorens 2011).

2.2.1. Implication du systeme nerveux sympathique et parasympathique

Il est admis que la stimulation du systeme nerveux sympathique conduit a un relargage de
noradrénaline qui se fixe sur son récepteur o2 présent a la fois sur les cellules B et a
pancréatiques (Skoglund et al. 1988). Ainsi, I’activation du systéme nerveux sympathique entraine
une augmentation de la sécrétion de glucagon et une diminution de la sécrétion d’insuline (Bloom

& Edwards 1984).

En revanche, la stimulation du systeme nerveux parasympathique conduit a une augmentation
de la sécrétion d’insuline et de glucagon (Kaneto et al. 1975; Ahrén et al. 1986; Kiba 2004). Des études
neuro-anatomiques montrent que les régions du SNC impliquées dans I’innervation du pancréas
sont principalement représentées par le NTS, I’aera postrema ainsi que des noyaux
hypothalamiques tels que le PVN et I’hypothalamus dorso-médian (DMH) qui sont fortement
impliqués dans le glucose sensing (Jansen et al. 1997; Osundiji & Evans 2013). L’action du nerf vague
sur le pancréas s’effectue par la libération d’acétyl-choline qui se fixe sur les récepteurs de type
M3z présents sur les cellules o et B (Duttaroy et al. 2004; Gautam et al. 2006). D’autres
neurotransmetteurs tels que le VIP et le PACAP activés par le nerf vague pourraient également

étre impliqués dans la sécrétion d’insuline (Straub & Sharp 1996).
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2.2.2. La régulation de la sécrétion d’insuline par les neurones gluco-sensibles.

Comme nous I’avons vu, les neurones et les cellules gliales sont gluco-sensibles et donc
capables de moduler leur activité en fonction des concentrations de glucose extra-cellulaire.
L’implication des neurones gluco-sensibles hypothalamiques dans la sécrétion d’insuline a fait
I’objet de plusieurs travaux. Tout d’abord, une injection de glucose intra-carotidienne stimule
la sécrétion d’insuline sans modification significative de la glycémie (Guillod-Maximin et al. 2004).
Cet effet insulinotrope est médié par I’activation des neurones du PVN et de I’ARC ainsi que
par I’activation des astrocytes (Guillod-Maximin et al. 2004). Par ailleurs, 1’injection intra-cérébro-
ventriculaire (icv) de NPY entraine une augmentation rapide de la sécrétion d’insuline qui est
totalement abolie aprés vagotomie (Zarjevski et al. 1993; Sainsbury et al. 1997; Lin et al. 2006). A
contrario, I’injection icv d’agonistes pour les récepteurs aux mélanocortines (MC3R et MC4R)
réduit significativement la sécrétion d’insuline, de plus, les souris déficientes pour le MC4R

expriment un hyperinsulinisme (Fan et al. 2000).

Concernant le glucagon, bien que les mécanismes soient moins bien connus, la régulation
centrale de sa sécrétion s’effectuerait principalement au niveau du VMH. En effet, des Iésions
bilatérales du VMH ou I’inhibition des neurones du VMH diminuent la sécrétion du glucagon
en réponse a une hypoglycémie induite (Borg et al. 1994; Meek et al. 2016). A contrario, une
stimulation des neurones du VMH augmente la sécrétion de glucagon et une hyperglycémie
chez la souris (Meek et al. 2016). De fagon similaire, I’injection de glucose dans le VMH diminue
la réponse a I’hypoglycémie alors que I’induction d’une glucopénie dans ce méme noyau la

stimule (Borg et al. 1995, 1997).

Ainsi, la perception de la glycémie par le SNC permet de réguler finement la sécrétion des
hormones pancréatiques. L’insuline et le glucagon agissent ensuite sur leur différents tissus
cibles afin de normaliser la glycémie. Cependant, le passage direct de certaines hormones
périphériques et leurs actions dans le SNC permettraient aussi au systeme nerveux central de

réguler ’homéostasie du glucose.

C’est vers les années 70 que fut démontré pour la premiere fois que I’insuline pouvait réguler

la glycémie gréace a son action centrale. En effet des injections par voie intracisternale d’insuline
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chez le chien entrainent une diminution significative de la glycémie (Chowers et al. 1966; Woods &
Porte 1975). Ces premiéres études démontrent que finalement le cerveau apparait lui aussi comme

un organe insulino-sensible.

2.3.1. La distribution du récepteur de I’insuline et la source de I’insuline dans le

SNC

La distribution du récepteur de I’insuline au sein du SNC a été largement étudiée dans les années
90. Ces ¢études ont démontré que le récepteur de 1’insuline était amplement distribué dans le
SNC tout particuliérement au sein du bulbe olfactif, du cervelet, de ’amygdale mais surtout de
I’hypothalamus (Werther et al. 1987; Marks et al. 1990). Il semble, plus précisément, que le récepteur
de P’insuline soit coexprimé avec POMC, NPY et AgRP (Benoit et al. 2002) au hiveau
hypothalamique renforcant ainsi I’hypothése d’un rdle de I’insuline dans la régulation centrale
du métabolisme énergeétique. Pour activer son récepteur, I’insuline doit étre présente au sein du
SNC. L’insuline pourrait alors étre produite localement dans le cerveau ou bien étre produite

par le pancréas et traverser la BHE pour rejoindre le SNC.

Plusieurs études ont confirmé que I’insuline était effectivement bien présente dans le
compartiment central. Tout d’abord, des radio-marquages effectués dans des cerveaux de rats
objectivent une présence importante d’insuline dans I’hypothalamus (Corp et al. 1986). De plus,
chez ’'Homme, les concentrations d’insuline dans le LCR s’élevent en moyenne a la hauteur
des 10% des insulinémies et elles sont corrélées entre-elles (Heni et al. 2014b; Gray & Barrett 2018).
Enfin, des infusions intra-veineuses d’insuline sont associées a une augmentation des
concentrations d’insuline dans le LCR chez I’Homme et dans les mode¢les animaux (Wallum et
al. 1987; Schwartz et al. 1990, 1991). Ces données suggerent donc que 1’insuline plasmatique est

capable de traverser la BHE pour rejoindre le SNC.

Les mécanismes impliqués dans le passage de I’insuline plasmatique vers le compartiment
central sont encore mal définis. Initialement, certaines études avaient montré que le
franchissement de la BHE relevait d’un mécanisme dépendant du récepteur de 1’insuline. En
effet, I’utilisation d’un antagoniste du récepteur de I’insuline chez le rat diminue fortement le
passage de I’insuline vers le cerveau (Meijer et al. 2016) et réduit 1’internalisation de 1’insuline
dans les cellules endothéliales centrales (Gray et al. 2017). Ce mécanisme permettrait alors a

I’insuline de rejoindre le compartiment central a 1’aide d’un mécanisme
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d’endocytose/transcytose. Cependant, d’autres études suggérent que ce mécanisme serait
totalement indépendant du récepteur de I’insuline mais plutét médié par un transporteur

spécifique saturable encore inconnu (Hersom et al. 2018; Rhea et al. 2018).

Par ailleurs, une production centrale d’insuline n’est pas a exclure. En effet, quelques études
ont montré que des lignées cellulaires neuronales avaient la capacité de produire de 1’insuline
in Vitro (Mazucanti et al. 2019; Scherer et al. 2021), ce résultat n’est cependant pas confirmé a ce jour

in vivo dans le SNC.

2.3.2. Les actions centrales de I’insuline sur le métabolisme glucidique
2.3.2.1. Le controle de la PHG par ’action centrale de I’insuline

Plusieurs travaux ont caractérisé 1’action centrale directe de I’insuline sur la production
hépatique de glucose. Tout d’abord, I’injection dans le troisieme ventricule d’oligonucléotides
antisens dirigés contre I’ARNm du récepteur de I’insuline induit une augmentation de la
production hépatique de glucose ainsi qu’une insulino-résistance hépatique (Obici et al. 2002a).
Ces résultats ont été reproduits en neutralisant la voie de signalisation insulinique par des
anticorps dirigés contre la voie des MAPK ou la voie PI3K (Obici et al. 2002b). Par ailleurs, I’effet
de I’insuline sur la PHG est relayé par les neurones AgRP. En effet, les souris KO pour le
récepteur a I’insuline spécifiquement dans les neurones AgRP présentent une résistance a
I’insuline hépatique. L’insuline n’est alors plus capable de réguler la PHG dans ce modéle
(Kénner et al. 2007; Shin et al. 2017). Cependant certaines études suggérent aussi un réle non
négligeable des neurones a POMC dans la régulation centrale de la PHG. Ce role des neurones
a POMC semble étre associé a une action simultanée de I’insuline et de la leptine puisque la
délétion des deux récepteurs dans les neurones POMC est nécessaire pour induire un

dysfonctionnement de la production endogene de glucose (German et al. 2009; Hill et al. 2010).

L’action centrale de I’insuline sur la PHG s’opére principalement par une diminution de
I’activité du nerf vague hépatique qui induit une augmentation de la sécrétion d’interleukine-6
(IL6) par les cellules de Kupffer (macrophages hépatiques) (Kimura et al. 2016). Or, la fixation de
I’IL6 sur son récepteur hépatique favorise la phosphorylation de STAT3 (Signal transducer and
activator of transcription 3) dans les hépatocytes (Inoue et al. 2006; Lewis et al. 2021). Cette

phosphorylation a pour effet d’inactiver STAT3 et in fine de diminuer I’expression des enzymes
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de la néoglucogeneése (Inoue et al. 2004). Ainsi, I’insuline, de par son action hypothalamique, est

capable d’inhiber la production hépatique de glucose (Inoue 2016). Figure 13

2.3.2.2. Implication de I’action centrale de ’insuline dans la lipolyse

Comme nous I’avons vu dans le chapitre 1-1.1.2.3, I’insuline périphérique permet une
inhibition de la lipolyse et active fortement le stockage de lipides dans les adipocytes.
Antérieurement, I’action de 1’insuline sur le tissu adipeux blanc était limitée a 1’action directe
de I’insuline sur son récepteur adipocytaire. Cependant, les modéles actuels integrent les effets

centraux de I’insuline dans la régulation du métabolisme lipidique.

Tout d’abord, chez I’Homme, il a ét¢ montré que des injections intranasales d’insuline
permettent de diminuer les concentrations d’acides gras libres circulants et de réduire fortement
la lipolyse (Iwen et al. 2014). L’utilisation de modeles animaux a permis, de préciser le mode
d’action de I’insuline sur le tissu adipeux. En effet, I’injection icv d’insuline chez le rongeur
augmente 1’expression de la LpL et diminue I’expression de I’HSL. La régulation du
métabolisme lipidique par I’insuline centrale s’opére a la fois par une diminution de la lipolyse
et par une augmentation de la lipogenése (Koch et al. 2008; Coomans et al. 2011; Scherer et al. 2011).
Cette action est médiée par les neurones POMC puisque une invalidation du récepteur de
I’insuline spécifiquement dans ces neurones induit une insulino-résistance dans le tissu adipeux
blanc tandis que cette méme délétion dans les neurones AgRP n’a pas d’effet métabolique

significatif (Shin et al. 2017).

Ainsi, la diminution de la lipolyse et ’augmentation de la lipogenése induites par I’insuline
conduisent a une diminution de la synthése du glycérol et d’acide gras, substrats indispensables
a la néoglucogenese hépatique et in fine engendre une réduction indirecte de la production

endogene de glucose (Scherer et al. 2021).

En conclusion, I’insuline produite par le pancréas est capable de rejoindre le cerveau en
traversant la BHE. Elle pourrait ensuite agir a la fois sur les neurones a POMC et a AgRP afin
de réguler négativement la PHG. Parallélement, 1’insuline centrale stimule sa propre sécrétion
périphérique notamment en activant son récepteur présent sur les neurones du VIMH (Chen et al.
1975; Woods & Porte 1975; Yavropoulou et al. 2009; Paranjape et al. 2011). Enfin, I’insuline ainsi produite

peut atteindre ses organes cibles pour réguler I’homéostasie du glucose. Figure 14
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Figure 13. Action directe et indirecte de I'insuline sur la production hépatique de glucose

La sécrétion d’insuline par la cellule B pancréatiques entraine (ii) I'inhibition de la sécrétion de glucagon par son action sur la
cellule a pancréatique, (ii) I'inhibition de la lipolyse par son action sur les adipocytes et (iii) I'inhibition de I'expression des
enzymes de la néoglucogenese par son action hépatique. De plus, I'insuline active son récepteur hypothalamique ce qui inhibe
I’activité du nerf vague via la voie de signalisation PI3K/AKT. La diminution de I'activité du nerf vague stimule la sécrétion d’IL6
par les cellules de Kupffer. L'IL6 active alors son récepteur hépatique inhibant ainsi I'expression des enzymes de la
néoglucogenése et donc la production hépatique de glucose. IR : récepteur de l'insuline ; IL-6R : récepteur de I'lL6 ; GR:
Récepteur du glucagon
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Figure 14. Actions de l'insuline centrale sur I'homéostasie du glucose

L'insuline rejoint le compartiment central a I'aide d’un transporteur saturable. L’action centrale de I'insuline entraine une
diminution de I'appétit et de la prise alimentaire. De plus, 'insuline centrale entraine une diminution de I'activité de systeme
nerveux sympathique ce qui favorise la captation d’acides gras et augmente la lipogenése tout en diminuant la lipolyse ainsi
gu’une diminution de la production hépatique de glucose. Enfin, I'insuline centrale stimule sa propre sécrétion périphérique.
PNS : Systeme nerveux périphérique ; BHE : Barriere hémato-encéphalique ; SNS : Systeme nerveux sympathique.
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Parallelement & son réle dans la réserve énergétique, le tissu adipeux constitue aussi un organe
endocrine non négligeable. En effet, les adipocytes, les cellules immunitaires et les fibroblastes
qui le composent sont capables de sécréter de nombreuses molécules telles que des hormones
et des interleukines (Fasshauer & Bliher 2015; Luo & Liu 2016). De plus, de nombreuses études
d’analyse protéomique ont essayé d’identifier le sécrétome du tissu adipeux chez 1’Homme
(Lehr et al. 2012). Il comporterait aujourd’hui plus de 600 protéines (Fasshauer & Bluher 2015). Ces
dernieres, dénommeées adipokines, sont impliquées dans de multiples processus biologiques tels
que le comportement alimentaire, la sécrétion et la sensibilit¢ a DI’insuline, la dépense
énergétique et I’inflammation (Fasshauer & Bliiher 2015). En 1994, Zhang et coll décrivent pour la
premiére fois la leptine (zhang et al. 1994). Cette adipokine joue un r6le majeur dans la régulation
de I’homéostasie énergétique puisque I’absence de leptine chez la souris ob/ob conduit & une
obésité séveére compliquée d’une hyperglycémie en lien avec une augmentation de la prise

alimentaire et une diminution de la dépense énergétique (Boucsein et al. 2021).
2.4.1. Effet de la leptine sur la prise alimentaire et la dépense énergétique

L’action centrale de la leptine s’effectue via le passage de la leptine périphérique vers le SNC
(Munzberg & Morrison 2015). Comme pour I’insuline, la leptine peut traverser la BHE a 1’aide d’un
transporteur saturable (Banks et al. 1996) ou encore étre prise en charge par les tanycytes de
I’éminence médiane (Balland et al. 2014). Ainsi la leptine agit sur son récepteur (LepRb) fortement
exprimé dans I’hypothalamus et notamment dans les neurones de I’ARC, VMH, DMH et LHA
(Boucsein et al. 2021). L’injection icv de leptine induit une diminution de la prise alimentaire qui
peut s’accompagner sur le long terme d’une diminution du poids corporel (Mistry et al. 1997).
Comme pour ’insuline, la leptine inhibe les neurones NPY/AgRP et active les neurones POMC
afin d’exercer son effet anorexigeéne (Mercer et al. 1996; Cheung et al. 1997; Cowley et al. 2001; Elmquist

et al. 2005; Boucsein et al. 2021).

2.4.2. La leptine augmente la sensibilité centrale a I’insuline

Parallélement a son effet anorexigene, la leptine semble aussi capable d’agir sur la régulation
centrale de la glycémie. En effet, les souris déficientes pour le récepteur de la leptine (souris

db/db) mais dont 1’expression a été restaurée dans I’ARC présentent une diminution de la
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glycémie ainsi qu’une augmentation de I’insulinémie sans modification pondérale ni anomalie

du comportement alimentaire (Coppari et al. 2005).

Les mécanismes d’action de la leptine sur la glycémie dans le SNC ne sont pas encore
completement élucidés. Certaines études suggerent qu’il existe une étroite collaboration entre
la leptine et I’insuline. Pour rappel, aprés son activation par I’insuline, le récepteur de 1’insuline
s’autophosphoryle, ce qui permet le recrutement et la phosphorylation des protéines IRS pour
enfin activer la voie de signalisation PI3K/AKT. Dans des modéles de souris invalidées pour le
récepteur de la leptine dans le SNC, la capacité de I’insuline a activer la phosphorylation d’AKT
est nettement diminuée (Koch et al. 2010) suggerant ainsi une interaction entre les voies de
signalisation de la leptine et celle de I’insuline. En effet, dans cette méme étude, la leptine
augmente la phosphorylation d’IRS1 sur les résidus Ser307. Or, cette phosphorylation est
associée a une augmentation de la sensibilité a I’insuline (Copps et al. 2010). En outre, le traitement
par la leptine est fortement associé a une diminution de la phosphorylation de IRS1 sur la serine
612 dans I’ARC qui est communément liée & un dysfonctionnement de la signalisation de

I’insuline (Harrington et al. 2004; Koch et al. 2010).

Ainsi la leptine permet d’augmenter la sensibilité a I’insuline dans I’ARC en amplifiant sa voie
de signalisation. Elle permet alors a I’insuline d’exercer ses activités anti-hyperglycémiantes en

agissant sur le foie et le tissu adipeux blanc. Figure 15

2.5.1. ROle du GLP-1 dans la régulation centrale de la glycémie
2.5.1.1. L’effet neuroincrétine

Comme nous 1’avons vu précédemment, les incrétines (GLP-1 et GIP) sont sécrétées par
I’intestin en réponse a une charge orale en glucose. Ces peptides agissent directement sur leurs
récepteurs pancréatiques afin de stimuler la sécrétion d’insuline par les cellules B des ilots de
Langerhans. Cependant, la presence du récepteur du GLP1 sur les afférences vagales du
duodénum et de la veine hépatoportale indique que celui-ci pourrait interagir avec le systéme
nerveux parasympathique afin de réguler la sécrétion d’insuline, c’est I’effet neuroincrétine

(Burcelin et al. 2001; Krieger et al. 2015).

30



Signalisation normale
de laleptine

Leptine

&

Insuline

@«»

Figure 15. Signalisation de la leptine sur la cascade de signalisation de I'insuline

L'insuline sécrétée par le pancréas ainsi que la leptine sécrétée par le tissu adipeux rejoignent le compartiment
central via un transporteur saturable spécifique. Les deux hormones activent leur récepteur spécifique neuronal.
L’activation du récepteur de I'insuline permet le recrutement et la phosphorylation des protéines IRS ainsi que
I’activation de la voie de signalisation médiée par PI3K/AKT. La leptine quant a elle, favorise la phosphorylation des
protéines IRS ce qui facilite I'action centrale de I'insuline. Conjointement, ces deux hormones permettent un
maintien de I’"homéostasie glucidique.

LepR : récepteur de la leptine ; IR : récepteur de I'insuline

D’aprés Tups et al. 2017
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De nombreuses études ont décrit cet effet neuroincrétine pour le GLP-1. Il a été montré que des
injections de GLP-1 ou de ces analogues directement dans la veine hépatoportale induisent une
diminution de la glycémie associée a une augmentation de la sécrétion d’insuline (Burcelin et al.
2001; Vahl et al. 2007; Nishizawa et al. 2013). En revanche, cet effet insulinotrope est fortement réduit
en cas de vagotomie (Nishizawa et al. 2013). Des résultats similaires ont été obtenus dans un
modele de rats dans lequel I’expression du récepteur au GLP-1 a été éteinte sur les afférences
vagales. Dans ce modeéle, les rats présentent une hyperglycémie et une insulinémie post-
prandiale nettement diminuée (Krieger et al. 2016). Ces études suggerent donc que le systeme
nerveux vagal de la veine hépatoportale est nécessaire a 1’effet insulinotrope du GLP-1.
Cependant, il est important de noter que I’intestin, source de GLP-1, est aussi fortement innervé
par des fibres nerveuses parasympathiques. En conséquence, et comme le rapportent certaines
études, le GLP-1 active aussi fortement le systéme nerveux entérique afin de réguler la sécrétion

d’insuline et donc la glycémie (Hayes et al. 2011; Borgmann et al. 2021).

Au total, ’ensemble de ces données suggére que I’effet insulinotrope du GLP-1 est médié a la
fois par une action directe sur le pancréas mais aussi par 1’activation des afférences vagales

issues de la veine hépatoportale et de I’intestin Figure 16.

25.1.2. Les effets centraux du GLP-1

Le GLP-1 est fortement produit par I’intestin lors du passage du bol alimentaire. Bien qu’il soit
trés rapidement dégradé dans la circulation sanguine (en quelque minutes) (Baggio & Drucker
2007), des études rapportent un passage du GLP-1 au travers de la BHE (Hassan et al. 1999; Hunter
& Holscher 2012). De plus, le GLP-1 est produit par une sous population de neurones du NTS
(Larsen et al. 1997a; Vrang & Larsen 2010) qui projettent dans de nombreuses structures telles que
I’hypothalamus, le thalamus et le cortex (Llewellyn-Smith et al. 2011). Des injections icv de GLP-
1 induisent une augmentation de I’expression de c-fos (i.e., marqueur d’activité neuronale) dans
le PVN, ’ARC, le NTS et I’aera posterna (Larsen et al. 1997b; Baggio & Drucker 2007) qui sont
structures qui expriment globalement le récepteur du GLP-1 (Richards et al. 2014). Par ailleurs,
I’expression du récepteur au GLP-1 plus particuliérement retrouvée dans les neurones POMC

de I’ARC (Sandoval et al. 2008).

De nombreuses études ont mis en exergue un effet central du GLP-1 sur la régulation de la prise

alimentaire. En effet, chez le rongeur, des injections icv de GLP-1 induisent une diminution de
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Figure 16. Effet neuroincrétine du GLP-1

L’arrivée du glucose dans le duodénum entraine une libération de GLP-1 par les
cellules L intestinales. Ainsi, le GLP-1 ainsi que ces agonistes activent le systeme
nerveux entérique (a) et hépatoportal (b). Ces sighaux nerveux sont ensuite
intégrés dans le noyau du tractus solitaire et dans I'hypothalamus (c) pour enfin
stimuler la production d’insuline et ralentir la vidange gastrique via les efférences
vagales (d). En paralléle, le GLP-1 active directement son récepteur pancréatique
afin de stimuler la production d’insuline (e).

Modifié d’apres Krieger et al. 2015
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la prise alimentaire de fagon dose dépendante et cet effet peut étre bloqué par I’injection d’un
antagoniste du récepteur au GLP-1 (Turton et al. 1996; Mller et al. 2019). Cet effet anorexigéne du
GLP-1 est associé entre autre a une augmentation de 1’expression c-fos des neurones du PVN,

du NTS et de I’ARC (Turton et al. 1996; Larsen et al. 1997b; Miiller et al. 2019).

Les effets centraux du GLP-1 sur la régulation de I’homéostasie glucidique demeurent
controversés bien que plusieurs travaux aient rapporté un effet bénéfique du GLP-1 central sur
la tolérance au glucose. Premi¢rement, I’injection icv de GLP-1 ou d’un analogue du récepteur
du GLP-1, I’exendine-4, induit une augmentation de la tolérance au glucose associée a une
augmentation de la sécrétion d’insuline (Sandoval et al. 2008; Sisley et al. 2014; Tuduri et al. 2015;
Burmeister et al. 2017). De plus, une diminution de 1’expression du récepteur au GLP-1
spécifiguement dans le SNC provoque une forte intolérance au glucose (Sisley et al. 2014;
Burmeister et al. 2017; Liu et al. 2017). Inversement, la suractivation des neurones GLP-1 du NTS
par une technique de chémogénétique augmente la tolérance au glucose ainsi que la sensibilité
a I’insuline (Shi et al. 2017). L ensemble de ces résultats soutient donc I’hypothése d’un effet

bénéfique du GLP-1 central sur ’homéostasie glucidique.

Cependant, certaines études rapportent des effets contradictoires hyperglycémiants d’injections
icv de GLP-1 (Pérez-Tilve et al. 2010; Jessen et al. 2017). Cette différence d’effet du GLP-1 sur la
glycémie pourrait s’expliquer par une activation de I’axe corticotrope par le GLP-1 (Kinzig et al.
2003; Pérez-Tilve et al. 2010). Ce dernier est d’ailleurs fortement coexprimé avec la corticotropin
releasing hormone (CRH) (Sarkar et al. 2003). L’administration d’exendin-4 chez I’Homme induit
une élévation de la cortisolémie (i.e. I’hormone du stress chez ’homme) (Vella et al. 2001, 2002).
Or, ’augmentation du cortisol (0u corticostérone chez le rongeur) et de I’adrénaline causée par
I’activation de D’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien ou du systeme nerveux
parasympathique respectivement augmente la glycémie et diminue la sécrétion d’insuline

(Mifsud et al. 2018).

Le GLP-1 régule I’homéostasie énergétique en diminuant la prise alimentaire ainsi qu’en
augmentant la tolérance au glucose par une augmentation de la sécrétion d’insuline. Cependant,
il faut souligner que 1’administration chronique icv de GLP-1 ne semble pas induire les mémes
effets métaboliques. En effet, I’infusion icv de GLP-1 durant 7 jours induit chez le rongeur une
diminution de la prise alimentaire mais qui s’atténue au cours du traitement. En outre, dans ce
modeéle, le GLP-1 n’induit ni modification significative de la tolérance au glucose ni de

I’insulinémie (Tuduri et al. 2015).
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2.5.2. Les effets du GIP central sur I’homéostasie énergétique

De facon similaire au GLP-1, le récepteur du GIP est fortement exprimé dans le SNC et
principalement dans 1’hypothalamus (ARC, PVN) (Kaplan & Vigna 1994; Adriaenssens et al. 2020).
Cependant, contrairement au GLP-1, la production du GIP dans le cerveau n’est pas clairement
démontrée. En effet, bien que le GIP soit détecté dans le LCR (Kaneko et al. 2019; Fukuda 2021), les
¢tudes rapportent des résultats contradictoires quant a I’évidence d’une production locale de
GIP dans le SNC. En effet, deux études ont montré une expression de GIP dans les neurones de
I’hypothalamus (Nyberg et al. 2007; Paratore et al. 2011) alors que d’autres études s’accordent a dire
que le GIP n’est pas produit centralement (Thul et al. 2017; Papatheodorou et al. 2018; Adriaenssens et
al. 2020; Fukuda 2021). En revanche, I’injection périphérique de GIP entraine une augmentation
de la concentration de GIP dans le LCR chez la souris ce qui suggere que le GIP est capable de

traverser la BHE afin d’agir localement dans le SNC (Kaneko et al. 2019).

Le r6le du GIP dans le SNC est fortement controversé et non completement élucidé. Tout
d’abord, il a été montré que I’injection icv d’un antagoniste du récepteur du GIP réduit le poids
corporel ainsi que la prise alimentaire (Killion et al. 2018; Kaneko et al. 2019). Cependant, les mémes
résultats sont observés lors de ’utilisation d’agonistes du récepteur au GIP et en particulier lors
d’une co-injection avec un agoniste du récepteur au GLP-1 (Finan et al. 2013; Frias et al. 2017, 2018;
Coskun et al. 2018; Ngrregaard et al. 2018; Mroz et al. 2019). Ainsi, a notre connaissance, les effets
centraux du GIP sur la prise alimentaire ne sont pas encore connus et aucune donnée concernant

les effets du GIP dans la régulation centrale de la glycémie n’est rapportée.
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CHAPITRE 2 : Le 26RFa, un nouvel acteur dans [’homéostasie du glucose

Les peptides RFamides sont des neuropeptides identifiés chez de nombreuses especes. Ces
peptides ont la particularité de posséder une séquence C-terminale spécifique qui constitue leur
signature : Arg(R)-Phe(F)-NH2(Amide). Ils sont impliqués dans les fonctions cardiovasculaire
et musculaire mais aussi dans les processus de régulation neuronale et neuroendocrine (Bechtold
& Luckman 2007). Aujourd’hui, il est possible de distinguer 5 sous-familles de peptides
RFamides : la famille des neuropeptides FF (NPFF), la famille des prolactine-releasing
peptides (PrRP), la famille des hormones inhibitrices de la gonadotropine (GnlIH), la famille
des metastine/kisspeptines ainsi que la famille du 26RFa/QRFP (Pyroglutamylated RFamide
Peptide) (Bechtold & Luckman 2007; Leprince et al. 2017) Figure 17.

Le systeme peptidergique composé du 26RFa et de son récepteur le GPR103 fait partie de cette
derniere famille. Comme la majorité des peptides RFamides, le 26RFa ainsi que sa forme
étendue en N-terminale, le 43RFa, sont impliqués dans de nombreuses fonctions biologiques
comme la régulation du systéme cardiovasculaire, de I’axe gonadotrope, de la locomotion, et

de I’anxiété ainsi que la régulation de I’homeéostasie énergétique.

1. Caractéristigues du systéme peptidergique 26RFa/GPR103

Le peptide 26RFa est un neuropeptide de 26 acides-aminés découvert en 2003 par plusieurs
équipes simultanément dont celle du Dr. Nicolas Chartrel qui I’a purifié a partir d’extraits de
cerveaux de grenouilles en utilisant des anticorps dirigés contre le neuropeptide FF (Chartrel et
al. 2003; Fukusumi et al. 2003; Jiang et al. 2003). La présence du 26RFa et de son homologue, le

43RFa, ont été confirmées dans de nombreuse especes invertébrées et vertébrées [Rongeurs

(Chartrel et al. 2003; Fukusumi et al. 2003; Jiang et al. 2003; Takayasu et al. 2006) ; Homme (Chartrel et al. 2003;
Bruzzone et al. 2006) ; Poule (Ukena et al. 2010) ; Nématodes (Husson et al. 2007) ; mollusques (Bigot et al.

2014)]. La comparaison des séquences du 26RFa chez ces différentes espéces a permis de mettre

en évidence que ce peptide était fortement conservé au cours de 1’évolution. Cela est notamment
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Figure 17. Arbre phylogénétique des peptide RFamides chez les vertébrés

Aujourd’hui, 5 groupes de peptides RFamide ont été découverts chez les vertébrés.
D’aprés Ukena et al. 2014
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le cas pour son extrémité carboxy-terminale. En effet, outre la signature RF-NH2, il est
important de noter que les 8 derniers acides amines du 26RFa (KGGFXFRF-NH2) ainsi que le
motif LAEEL sont fortement conservés suggerant que ces domaines sont essentiels a ’activité
du peptide (Chartrel et al. 2011) Figure 18. En revanche, I’extrémité N-terminal du peptide est

soumise & plus de variations et semble donc moins préservée.

Le 26RFa, comme de nombreuses autres hormones, est produit a partir d’un précurseur, le
prépro26RFa. Le gene codant pour ce précurseur est le gene farp-5. Ce gene est composé de
deux exons dont un seul n’est codant et permettant de produire une protéine de 136 acides
aminés chez I’Homme (Leprince et al. 2017). Le prépro26RFa est constitué d’un peptide signal en
N-terminal de 18 acides aminés hydrophobes ainsi que d’un motif en C-terminal de 5 acides
aminés (RFGRR) caractéristique des précurseurs de peptides RFamides (Leprince et al. 2017). Le
clivage du prépro26RFa sur les résidus lysines par des pro-hormones convertases permet de
générer deux peptides biologiquement actifs : le 26RFa ainsi que le 43RFa Figure 19. Par
ailleurs, I’analyse de la séquence du prépro26RFa humain montre aussi la présence de deux
sites de clivages supplémentaires permettant de produire un peptide de 9 acides aminés (9-RFa)
(Chartrel et al. 2003; Jiang et al. 2003). Cependant, a ce jour, aucune étude n’a montré que ce peptide

était produit chez I’Homme.

Le 26RFa est le ligand endogéne de I’ancien récepteur orphelin GPR103 initialement découvert
en 2001 (Lee et al. 2001; Fukusumi et al. 2003; Jiang et al. 2003). Ce récepteur fait partie de la grande

famille des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés a une protéine G.

Chez ’'Homme une seule isoforme du GPR103 a été mise en évidence. Cependant, deux
isoformes sont décrites chez le rongeur : le GPR103A et le GPR103B (Kampe et al. 2006; Takayasu
et al. 2006). Ces deux isoformes possédent de forts taux de similarité avec le GPR103 humain.
En effet, ce dernier montre 83% et 79% d’acides aminés en commun avec le GPR103A et le
GPR103B respectivement qui eux, partagent 75% d’acides aminés en commun (Takayasu et al.
2006). Le 26RFa ainsi que le 43RFa se lient au GPR103 avec une forte affinité (Fukusumi et al.
2003; Jiang et al. 2003). De plus, le 26RFa se lie avec la méme affinité aux deux isoformes du

GPR103 chez les rongeurs (Kampe et al. 2006). Bien que ces peptides activent fortement le
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Figure 18. Alignement de séquences du 26RFa chez les mammiferes.
L'alignement de séquence permet la mise en exergue deux motifs fortement
conservés : le motif C-terminal KGGFXFRF-NH2 et le motif central LAEEL.
D’apreés Leprince et al. 2017
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Figure 19. Représentation schématique des sites de clivages du prépro-26RFa chez I’homme.

Le prépro-26RFa subit différents clivages successifs permettant de produire le 43RFa et le 26RFa. De plus, I'analyse des
sites de clivages potentiels permettent de prédire la formation de deux autre peptides le 9RFa et le 26RFa(20-26).
D’aprés Le Marec et al. 2011
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GPR103, ils se lient aussi avec une faible affinité au récepteur du peptide RFamide NPFF2

(Gouarderes et al. 2007).

L’extrémité C-terminale du 26RFa semble étre nécessaire a la fois a sa fonction biologique et
a sa liaison avec le GPR103 (Fukusumi et al. 2003; Le Marec et al. 2011). En effet, le 26RFa(1-1¢) et le
26RFa(1-16) qui sont donc déplétés dans leurs séquence C-terminales, ne sont plus capables
d’activer le GPR103 (Le Marec et al. 2011). La fixation du 26RFa sur son récepteur entraine une
augmentation dose dépendante de ’AMPc dans des cellules hypophysaires en culture ce qui
suggere que le GPR103 est couplé a une protéine Gas et a la voie de I’adénylate cyclase (Chartrel
et al. 2003). L implication de I’adénylate cyclase dans la signalisation du GPR103 a ensuite été
confirmée dans d’autres lignées cellulaires telles que les cellule f pancréatiques INS-1E et
humaines (Granata et al. 2014). De facon surprenante, dans ces deux derniers modeles cellulaires,
le 43RFa et le 26RFa ont des effets opposés sur la sécrétion d’insuline suggérant que le GPR103
pourrait se coupler alternativement avec une protéine Gas ou Go; et cela afin de médier
différents effets (Granata et al. 2014). Enfin, il a été montré que le GPR103 pouvait activer
également de nombreuses cascades de signalisation telles que celle de la voie des MAP-kinases,
de la voie AKT, ou encore des voies médiées par la PKC ou la PKA (Ramanjaneya et al. 2013;

Leprince et al. 2017) Figure 20.

1.3.1. Dans les organes périphériques

Le 26RFa est largement distribué¢ dans les organes périphériques. Chez I’Homme, le 26RFa est
également exprimé dans de nombreuses glandes endocrines telles que les glandes surrénales, la
thyroide mais aussi la prostate ou encore les testicules (Jiang et al. 2003). Chez le rongeur, il est
exprimé dans I’eil, la trachée, les glandes mammaires, les testicules et 1’utérus (Fukusumi et al.
2003; Jiang et al. 2003; Takayasu et al. 2006). Enfin, chez ’Homme et le rongeur, le 26RFa est
fortement exprimé tout au long du tractus gastro-intestinal. Il est ainsi retrouvé dans les cellules
épithéliales de 1’estomac, du duodénum, et dans une moindre mesure, dans celles de 1’iléon et

du colon (Prévost et al. 2015, 2019b).

Par ailleurs, le 26RFa et le GPR103 sont fortement coexprimés dans les ilots de Langerhans du

pancréas endocrine. Leur expression est colocalisée avec I’insuline ce qui suggere que le
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Figure 20. Voies de signalisation associées au GPR103 dans différents modeles cellulaires
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systeme 26RFa/GPR103 est particuliérement exprimé par la cellule B pancréatique (Granata et al.
2014; Prévost et al. 2015). Le 26RFa ainsi que le GPR103 sont aussi exprimés dans des cellules
pancréatiques non insulino-sécrétrices suggérant que ce systéme pourrait aussi étre coexprimé
avec la somatostatine ou le glucagon (Prévost et al. 2019b). Enfin, le systeme peptidergique
26RFa/GPR103 est aussi exprimé dans les organes cibles de I’insuline tels que le muscle et le

tissu adipeux (Mulumba et al. 2010; Allerton & Primeaux 2015).

1.3.2. Dans le systéme nerveux central

La découverte du 26RFa dans le cerveau de grenouille ainsi que 1’étude de la bio-distribution
par RT-gPCR ont permis de montrer que le 26RFa est exprimé dans le systeme nerveux central
chez de nombreuses espéeces telles que la souris, le rat et ’Homme (Chartrel et al. 2003; Fukusumi
et al. 2003; Jiang et al. 2003; Kampe et al. 2006; Takayasu et al. 2006). Les études d’hybridation in situ et
d’immunohistochimie dans le cerveau de rongeurs ont permis d’apporter plus de précisions
quant a la distribution du systeme 26RFa/GPR103 dans les différentes structures cérébrales.
Ces études ont montré que le 26RFa était fortement exprimé dans 1’hypothalamus et
particuliérement dans I’ARC, le VMH, la LHA et la PVN (Chartrel et al. 2003; Fukusumi et al. 2003;
Bruzzone et al. 2006; Kampe et al. 2006; Takayasu et al. 2006) Figure 21.

Le GPR103 est plus largement distribué dans le SNC. Les études par RT-PCR, hybridation in
situ et par northern blot effectuées chez le rongeur ont permis de déterminer que le GPR103 est
fortement exprimé dans le SNC mais que la bio-distribution des deux isoformes du GPR103
differe 1égérement (Chartrel et al. 2003; Fukusumi et al. 2003; Jiang et al. 2003; Kampe et al. 2006; Takayasu
et al. 2006). En effet le GPR103A est majoritairement exprimé dans 1’hypothalamus (ARC,
VMH), dans le noyaux du tractus solitaire ainsi que dans le bulbe olfactif (Fukusumi et al. 2003;
Bruzzone et al. 2007) tandis que le GPR103B se retrouve surtout dans 1’hippocampe,
I’hypothalamus (aire préoptique, aire hypothalamique antérieur) ainsi que dans 1’amygdale
(Kampe et al. 2006). Chez I’Homme, le GPR103 est fortement exprimé dans le corteX, le thalamus,
I’hypothalamus, et plus modérément dans 1I’hippocampe et I’amygdale (Lee et al. 2001; Jiang et al.

2003). Figure 21
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Figure 21. Distribution anatomique du 26RFa (®), du GPR103A (®) et du GPR103B ( ® ) dans le systeme nerveux
central

Acb, noyau accumbens; Ambg, noyau ambigu; Amy, amygdale; ARC, noyau arqué de I'hypothalamus; ARP, aera
postrema; BST, noyau du lit de la strie terminale; C, cervelet; CC, corps calleux; CPut, putamen; Cx, cortex cérébral;
DBB, bande diagonale de Broca; DG, gyrus denté; DMH, hypothalamus dorso-médian; DR, noyau du raphé dorsal;
GP, globus palidus; Hi, hippocampe; Hpt, hypothalamus; Hyp, hypophyse ; LC, locus coeruleus; LHyp, hypothalamus
latéral; LRN, noyau réticulaire latéral; ME, éminence médiane; MPA, aire préoptique médiane; NST, noyau du tractus
solitaire; OB, bulbe olfactif; PAG, substance grise péri-épendymaire; PBN, noyau parabrachial; PVN, noyau
paraventriculaire de I’hypothalamus; Rch, aire rétrochiasmatique; S, septum; Sch, noyau suprachiasmatique; SN,
substance noire ;SON, noyau supraoptique; Th, thalamus; VMH, hypothalamus ventro-médian; VP, globus pallidus
ventral; VR, noyau du raphé ventral.

D’apreés Leprince et al. 2017
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2. Le rble orexigéene du 26RFa

Les études de bio-distribution montrent donc que le systéme peptidergique 26RFa/GPR103 est
majoritairement exprimé dans I’hypothalamus, centre de régulation de la prise alimentaire et de
I’homéostasie énergétique en général. Notre équipe s’est alors intéresseé au role du 26RFa dans

cette fonction.

Il a ainsi été montré qu’une injection icv de 26RFa chez la souris induit une augmentation dose-
dépendante de la prise alimentaire chez la souris (Chartrel et al. 2003; Do Rego et al. 2006; Takayasu et
al. 2006). L’implication du 26RFa mais aussi du 43RFa dans la régulation de la prise alimentaire
a été mise en évidence dans de nombreuses especes [Rongeur : (Chartrel et al. 2003; Moriya et al. 2006;
Takayasu et al. 2006; Lectez et al. 2009) ; Oiseaux (Ukena et al. 2010) ; Poisson (Liu et al. 2009)]. Le 43RFa
semble exercer un effet orexigene 2.5 fois plus important que le 26RFa (Do Rego et al. 2006; Moriya
et al. 2006; Takayasu et al. 2006). Les effets orexigenes du 26RFa ont été confirmés par 1’utilisation
de souris déficientes en 26RFa qui présentent un phénotype hypophagique (Okamoto et al. 2016).
Cependant, un second modéle de souris déficientes pour le 26RFa ne présente pas de
modification du comportement alimentaire suggérant la mise en place de comportements

compensatoires lors du développement (EI-Mehdi et al. 2020).

L’équilibre alimentaire semble aussi interférer avec le systéme 26RFa/GPR103. En effet, chez
la souris, I’injection icv de 26RFa ou du 43RFa induit une augmentation de la prise alimentaire
que les souris soit soumises a un régime riche ou pauvre en graisses (Moriya et al. 2006). En
revanche, I’injection icv chronique de 43RFa chez la souris soumise & un régime standard (10%
de lipides) induit une augmentation de la prise alimentaire uniqguement durant les 4 premiers
jours de traitement (Moriya et al. 2006). Dans cette méme étude, chez les souris soumises a un
régime riche en graisses (ou High Fat Diet, HFD) le traitement par le 43RFa entraine une
augmentation de la prise alimentaire durant la totalité du traitement (14 jours) (Moriya et al. 2006).
Cet effet est notamment associé a une augmentation du poids corporel, de la masse grasse, de
la glycémie ainsi que du cholestérol chez les souris traitées (Moriya et al. 2006). L’effet orexigéne
du 43RFa semble donc plus important lorsque les souris sont soumises a un régime HFD plutét
qu’a un régime standard. Chez le rat, cette différence d’effet orexigéne en fonction de
I’équilibre alimentaire est encore plus fortement marquée puisque 1’injection icv de 26RFa ou
de 43RFa ne modifie pas le comportement alimentaire lorsque les rats sont soumis a un régime
standard (10% de lipides) alors qu’un effet orexigéne est observé chez les animaux exposés a

un régime HFD (55% de lipides) (Kampe et al. 2006; Patel et al. 2008; Primeaux et al. 2008).
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L’hypothese que 1’alimentation influence le systeme 26RFa/GPR103 est soutenue par I’idée
que la consommation d’un régime HFD augmente significativement I’expression du
prépro26RFa dans I’ARC alors qu’elle diminue dans le VHM (Primeaux et al. 2008; Beck & Richy
2009; Schreiber et al. 2016). Par ailleurs, une mise a jeun de 48h augmente significativement
I’expression du prépro-26RFa (Takayasu et al. 2006). L’impact de la sous-nutrition sur le systéme
26RFa/GPR103 a aussi été¢ observé chez ’Homme. En effet, & I’instar d’autres peptides
orexigenes telle que la ghréline, les concentrations plasmatiques de 26RFa sont
significativement plus hautes chez les sujets souffrants d’anorexie mentale en comparaison avec
des sujets contréles de méme poids corporel (Galusca et al. 2012). L’ensemble de ces données
suggere donc que 1’état nutritionnel et I’équilibre alimentaire influencent a la fois I’expression

et I’effet orexigeéne des peptides QRFP.

Les mécanismes d’action permettant au 26RFa d’exercer son activité orexigéne ont été
largement étudies. La fixation du 26RFa sur le GPR103 dans I’ARC entraine la libération de
NPY ainsi qu’une diminution de la libération de POMC (Lectez et al. 2009). Cependant, les études
d’hybridation in situ ont montré que le GPR103 n’est pas exprimé par les neurones a POMC.
L’inhibition de la libération de POMC par le 26RFa est donc indirecte et serait probablement
médiée par la libération de NPY qui, dans un second temps, inhibe 1’activité des neurones a
POMC. Cette hypothése a été confirmée par 1’utilisation d’antagonistes dirigés contre les

récepteurs Y1 et Y5 du NPY Figure 22.

Par ailleurs, il a été montré que le GPR103 peut se dimériser avec le récepteur des orexines et
que cet hétérodimere active alors la voie de signalisation médiée par la voie des MAP
kinases/ERK (Davies et al. 2015). Le systéme peptidergique des orexines ressemble fortement au
systeme 26RFa/GPR103. En effet, comme pour le 26RFa, les orexines sont fortement
exprimées par les neurones de la LHA et ces neurones projettent jusqu’aux neurones NPY de
I’ARC (Sakurai et al. 1998; Ciriello et al. 2003). Afin d’exercer leur effet orexigene, les orexines
stimulent 1’activité des neurones NPY et comme pour le 26RFa, leur activité est diminuée
lorsque les animaux sont traités par des antagonistes des récepteur Y1 et Y5 du NPY (Dube et al.
2000; Yamanaka et al. 2000). Cependant, chez les souris invalidées pour 1’orexine A, le 26RFa
conserve son effet orexigéne ce qui démontre que les orexines ne sont pas un relai dans 1’effet
du 26RFa sur la prise alimentaire (Takayasu et al. 2006). Aujourd’hui 1’activité biologique de

I’hétérodimeére GPR103/Récepteur aux orexines n’est pas connu et d’autres études sont
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Figure 22: Mécanisme d’action du 26RFa dans le contrdle de la prise alimentaire

Le 26RFa produit par les neurones de I’hypothalamus ventro-médian et de I'aire hypothalamique latérale stimule les
neurones NPY du noyau arqué en se fixant sur le GPR103. La sécrétion de NPY inhibe I'activité des neurones POMC en
activant les récepteurs Y1 et Y5 ce qui entraine une augmentation de I'appétit.

D’apreés Chartrel et al. 2016
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nécessaires afin de déterminer les interactions potentielles entre ces deux systémes

peptidergiques.

3. ROole dans la régulation de la glycémie

Outre son implication dans le comportement alimentaire, I’expression du 26RFa et du GPR103
dans le pancréas, I’intestin ou encore le muscle et le tissu adipeux suggérent que ce systéme

peptidergique pourrait étre impliqué dans la régulation périphérique de la glycémie.

3.1.1. Le 26RFa stimule la sécrétion d’insuline

Comme nous I’avons vu précédemment, le systeme 26RFa/GPR103 est fortement exprimeé par
le pancréas endocrine et notamment par la cellule B pancréatique (Granata et al. 2014; Prévost et al.

2015). Le rble du 26RFa dans cet organe a fait I’objet de plusieurs études ces derniéres années.

Tout d’abord, il a été montré que le 26RFa ainsi que le 43RFa stimulent la survie et inhibent
’apoptose des cellules  d’Tlots pancréatiques humains en condition de lipotoxicité (Granata et
al. 2014). Parallelement a cet effet anti-apoptotique, le 26RFa est capable de réguler la sécrétion
d’insuline bien que deux études se contredisent sur ce point. Tout d’abord, dans une lignée
cellulaire de cellules B, la lignée INS-1E, le 26RFa est décrit comme inhibant la production
d’insuline tandis que le 43RFa semble la stimuler (Granata et al. 2014). Cet effet du 26RFa est
indépendant de sa liaison au GPR103 puisque I’utilisation de siRNA dirigés I’ARNm du
GPR103 n’affecte pas I’effet insulinostatique observé dans cette étude. Les effets ainsi observés
sont décrits comme médiés par le récepteur NPFF2 (Granata et al. 2014). Une seconde étude
réalisée dans la lignée cellulaire MIN6 montre que le 26RFa stimule la sécrétion d’insuline en
activant spécifiguement le GPR103 (Prévost et al. 2015). L’absence d’expression du récepteur
NPFF2 dans la lignée MING pourrait alors expliquer les différences de résultats observés dans

ces deux études (Prévost et al. 2015).

Afin de compléter les résultats obtenus a partir des modeles in vitro, notre laboratoire a étudié

I’effet du 26RFa sur la sécrétion d’insuline dans un modéle murin. Ainsi, lors d’un test de
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tolérance au glucose, I’injection intra-péritonéale (ip) de 26RFa a un effet anti-hyperglycémiant
significatif associé¢ a une augmentation de la sécrétion d’insuline induite par le glucose (Prévost
et al. 2015). L’ensemble de ces données suggére que le 26RFa posséde une activité
insulinotropique en agissant directement via son récepteur le GPR103 présent sur les cellules B
pancréatiques. Ces résultats sont soutenus par ceux obtenus dans le cadre d’une étude clinique.
En effet, il ressort de ce travail que les concentrations plasmatiques en insuline sont fortement
corrélées avec les concentrations plasmatiques de 26RFa (Prévost et al. 2015). De plus, au cours
d’une charge orale en glucose (OGTT), la sécrétion de 26RFa est corrélé avec 1’index
insulinogenique reflétant la sécrétion d’insuline (Prévost et al. 2019b). Ces résultats soutiennent

donc I’idée d’une interaction étroite entre le 26RFa et la sécrétion d’insuline.

3.1.2. Le 26RFa, une nouvelle incrétine.

Le 26RFa et le GPR103 sont principalement retrouvés dans 1’estomac et le duodénum (Prévost
et al. 2015, 2019b). La présence du 26RFa dans les cellules duodénales suggere que sa sécrétion
pourrait étre liée au passage du bol alimentaire. Les taux plasmatiques de 26RFa sont
drastiqguement augmentés 30 minutes apres une charge orale en glucose chez la souris la ou une
injection intra-veineuse de glucose chez le rongeur n’entraine aucune modification des
concentrations plasmatiques de 26RFa (Prévost et al. 2015). De plus, il a été mis en évidence que
I’incubation d’un milieu riche en glucose au pdle apical de fragments de duodénum de souris
induit une large sécrétion de 26RFa au p6le basolatéral. Cette sécrétion est nettement moins
importante lors de I’utilisation de fragments de jéjunum ou d’iléon. Chez I’Homme, des
résultats concordants ont été retrouvés dans la mesure ou 1’ingestion de glucose par des sujets
sains entraine, aprés 120 minutes, une augmentation de la concentration plasmatique de 26RFa

(Prévost et al. 2019b).

Ainsi, comme pour le GIP et le GLP1, le 26RFa apparait est sécrété par I’intestin et
particuliérement par le duodénum lors de 1’absorption du glucose. Capable de stimuler la
sécrétion d’insuline via une liaison directe sur son récepteur exprimé par les cellules

pancréatiques, le 26RFa peut étre considéré comme une nouvelle incrétine.
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3.1.3. Le 26RFa augmente la sensibilité a I’insuline

Le 26RFa, comme vu précédemment, peut agir directement sur la cellule B pancréatique.
Cependant, la présence du GPR103 dans les tissus cibles de 1’insuline tels que le muscle ou le
tissu adipeux suggere que le 26RFa pourrait aussi agir sur la sensibilité a 1’insuline. L’injection
de 26RFa synchrone a I’insuline lors d’un test de tolérance a I’insuline accentue 1’hypoglycémie
suggérant que le 26RFa accroit la sensibilité a I’insuline (Prévost et al. 2015). La présence du
GPR103 sur les tissus cibles de I’insuline suggére une action directe du 26RFa sur ces organes.
En effet, il a ét¢é montré qu’un traitement simultané par le 26RFa et I’insuline sur des myocytes
en culture augmentait la captation de glucose et la formation de glycogéne en comparaison aux
cellules traitées par I’insuline seule (Allerton & Primeaux 2015). Par ailleurs, le systéeme
26RFa/GPR103 est fortement exprimé par les adipocytes (Mulumba et al. 2010). L’activation du
GPR103 dans une lignée de cellules adipocytaires murines augmmente la concentration en
triglycerides intra-cellulaires (lignée 3T3-L1) (Mulumba et al. 2010). Le 26RFa stimule la
captation de lipides en augmentant I’expression et I’activité de la LPL mais aussi 1’expression
des génes impliqués dans la lipogenése (Mulumba et al. 2010). Dans cette méme étude, 1’utilisation
d’un shRNA dirigé contre I’ARNm du GPR103 afin de diminuer son expression a permis de
mettre en évidence que ’action du 26RFa sur la captation de lipides était dépendante de sa
fixation a son récepteur. L’effet du 26RFa est donc comparable a celui de I’insuline sur le tissu

adipeux.

L’ensemble de ces données présente donc le 26RFa comme un nouvel agent anti-
hyperglycémiant. Ce peptide sécrété par 1’intestin en période post prandiale exerce son activité
insulinotropique en activant directement le GPR103 présent & la surface des cellules B.
Parallélement, le 26RFa est capable d’agir sur les tissus cibles de 1’insuline tels que le muscle
ou le tissu adipeux afin de favoriser la captation du glucose et des lipides participant ainsi a la

normalisation de la glycémie. Figure 23

Comme nous I’avons vu précédemment, la régulation de la glycémie s’effectue en étroite
coordination entre les organes périphériques et le SNC. En outre, les neurones NPY/AgRP ainsi
que les neurones POMC de I’hypothalamus jouent un réle crucial dans la régulation centrale de

la glycémie. Le systeme peptidergique 26RFa/GPR103 est fortement exprimé dans

42



Physiologie

Glucose

Figure 23. Effet périphérique du 26RFa dans la régulation de la glycémie

Le glucose induit une sécrétion de 26RFa par l'intestin (A) Le 26RFa ainsi libéré dans le sang active
le GPR103 pancréatique et stimule la sécrétion d'insuline (Ins) par les cellules b (B) Enfin, le 26RFa
et l'insuline activent leurs récepteurs (GPR103, Ins-R, respectivement) spécifiques sur leurs tissus
cibles (muscle, tissus adipeux, et foie) entrainant une diminution de la glycémie (C).

D’apreés Le Solliec et al. 2021
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I’hypothalamus et ce systéme est impliqué dans la régulation de I’homéostasie énergétique
notamment en régulant le comportement alimentaire. Les effets périphériques du 26RFa
permettent de réguler la glycémie en augmentant la sécrétion et la sensibilité a I’insuline. Dans
ce contexte, notre équipe a émis 1I’hypothése que le 26RFa pouvait faire partie du systeme gluco-

régulateur central.

Cette hypotheése est soutenue par le fait que I’injection icv de 26RFa entraine une diminution
de I’hyperglycémie induite par le glucose et que cet effet est associé a une augmentation de la
sécrétion d’insuline. De plus, cet effet anti hyperglycémiant du 26RFa est totalement aboli lors
d’une co-administration icv du 26RFa avec un antagoniste du GPR103. Le 26RFa apparait donc
impliqué dans la régulation centrale de la glycémie (EI Mendi et al. 2021).

La régulation centrale de la glycémie s’effectue en partie par une action directe de I’insuline
sur les neurones hypothalamiques. Des études de RNa-scope ont mis en évidence que le 26RFa
est fortement coexprimé avec le récepteur de I’insuline dans le VMH et la LHA. Dans ce
contexte, notre équipe a émis 1I’hypothése que les neurones a 26RFa pouvaient étre impliqués
dans le systéme gluco-régulateur médié par I’insuline. Ainsi, nous avons cherché a étudier les
interactions entre 1’insuline et le systéme GPR103. Les résultats montrent que I’administration
centrale d’insuline entraine d’une part une augmentation de I’expression du marqueur d’activité
neuronale c-fos dans les neurones exprimant le 26RFa et d’autre part, une augmentation de
I’expression de 26RFa par I’hypothalamus. Enfin, I’exposition d’explants hypothalamiques a
I’insuline entraine une forte augmentation dose-dépendante de la sécrétion de 26RFa (EI Mehdi
et al. 2021). Ces résultats témoignent d’un effet important de 1’insuline sur les neurones a
26RFa soutenant alors I’hypothése que le 26RFa est effectivement une cible de 1’insuline dans
I’hypothalamus. L’injection icv d’insuline en association avec un antagoniste du GPR103
entraine une perte quasi-totale de I’effet de I’insuline centrale sur la glycémie. Le 26RFa

apparait alors finalement plutét comme étant un relai de I’insuline centrale (EI Mehdi et al. 2021).

Comme nous avons 1’avons décrit précédemment, les effets centraux de I’insuline sur la
glycémie se caracterisent principalement par une diminution de la production hépatique de
glucose. Or, notre équipe a pu mettre en évidence que I’injection centrale de 26RFa n’avait pas
d’effet sur la PHG. De plus, les effets centraux de I’insuline sur la PHG ne sont pas affectés par
I’injection d’un antagoniste du GPR103. Ces résultats suggérent donc que le 26RFa n’est pas

le médiateur de I’effet central de I’insuline sur la PHG.
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Cependant, il a aussi été montré que 1’un des effets centraux de I’insuline centrale serait de
stimuler sa propre sécrétion par les cellules  pancréatiques (Chen et al. 1975; Woods & Porte 1975;
Yavropoulou et al. 2009; EI Mehdi et al. 2021). Dans le contexte ou 1’injection icv de 26RFa entraine
une production accrue d’insuline par le pancréas, notre équipe a proposé que le 26RFa pourrait
médier cette action de I’insuline. Cette hypothese a été confirmée par le fait que la co-injection
d’insuline avec I’antagoniste du GPR103 bloque complétement 1’effet de I’insuline sur sa

propre sécrétion (El Mehdi et al. 2021).

Ainsi, ces résultats suggerent que les effets centraux de 1’insuline seraient médiés par deux
population neuronales distinctes. D’une part, I’insuline ciblerait les neurones AgRP afin de
relayer ses effets sur la production hépatique de glucose et d’autre part, elle ciblerait les
neurones a 26RFa afin de stimuler sa propre sécrétion périphérique. Le 26RFa apparait alors

comme faisant partie intégrante du systéeme gluco-régulateur central. Figure 24

4. ROle du 26RFa dans le comportement

Il est connu que de nombreux peptides RFamides sont capables de diminuer la locomotion chez
le rongeur (Kavaliers & Hirst 1986; Quelven et al. 2004). Les peptides 26RFa et 43RFa ne semblent
pas faire exception bien que leur role dans cette régulation reste controversé. En effet, chez la
souris, des injections icv aigués de 26RFa mais aussi de 43RFa induisent une augmentation de
la locomotion de facon dose-dépendante (Do Rego et al. 2006; Takayasu et al. 2006). L utilisation
d’un modéle de souris KO pour le 26RFa confirme ces résultats puisque les souris qrfp™
présentent un phénotype hypoactif (Okamoto et al. 2016). En revanche, I’injection chronique icv
de 43RFa n’induit pas de modification du comportement locomoteur chez la souris (Moriya et al.

2006).

L’effet du 26RFa sur la locomotion est hétérogéne selon le modéle utilisé. En effet, Kampe et
coll ont montré en 2006, que 1’administration icv aigué de 26RFa chez le rat n’entrainait pas de
modification de la locomotion (Kampe et al. 2006). Chez le poisson-zebre, la surexpression du
prépro26RFa est associée a une diminution de 1’activité locomotrice et la déplétion du gene
codant pour le prépro26RFa a une augmentation de la locomotion (Chen et al. 2016). Ces résultats

contradictoires peuvent néanmoins s’expliquer par la différence d’expression des deux
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Figure 24. Action centrale du 26RFa dans la régulation de la glycémie

Le glucose stimule la sécrétion d’insuline par la cellule B pancréatique. L’insuline
rejoint le compartiment central a I'aide d’un transporteur saturable et active son
récepteur présent sur les neurones a 26RFa. La libération de 26RFa et I'activation du
GPR103 permet de stimuler la sécrétion périphérique d’insuline.

InsR : Récepteur a I'insuline
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isoformes du GPR103 notamment chez le rongeur mais aussi par 1’affinité du 26RFa pour le

récepteur NPFF2 qui pourrait alors médier cette action (Gouardéres et al. 2007).

L’injection icv d’un analogue du 26RFa chez la souris reduit le comportement anxieux en
modulant la transmission GABAergique et B-adrénergique (Palotai & Telegdy 2016). De plus, les
souris déficientes pour le 26RFa présentent un comportement plus anxieux que les souris
sauvages (Okamoto et al. 2016). A contrario, I’injection icv aigué de 43RFa ne semble pas affecter
le comportement anxieux mesuré dans la labyrinthe surélevé bien que les auteurs soulignent
tout de méme une augmentation des comportements stéréotypiques (toilettage) caractéristiques
de I’activation de 1’axe du stress (Takayasu et al. 2006). Ces différents effets des deux peptides
peuvent alors s’expliquer par la capacité du 43RFa a augmenter 1’expression de la CRH dans
une lignée de cellules hypothalamiques (Ishigame et al. 2016) cependant d’autres études sont

actuellement nécessaires afin de clarifier les effets des peptides QRFP sur I’anxiété et le stress.

Le GPR103 ainsi que le 26RFa sont fortement exprimés dans les différents centres qui médient
la transmission de la douleur tels que le noyau parafasciculaire du thalamus, le locus cceruleus,
le noyau parabrachial ainsi que la moelle épiniére suggérant un réle du 26RFa dans I’intégration

des signaux nociceptifs (Bruzzone et al. 2006, 2007).

Les mécanismes d’action permettant au 26RFa de réguler la perception de la douleur sont
encore mal compris. Une étude suggére que le 26RFa, en activant les récepteurs NPFF1/2,
augmente la sensibilité & la douleur chez la souris (Elhabazi et al. 2013). D’autres études quant a
elles mettent en évidence une activité analgésique du 26RFa (Yamamoto et al. 2009, 2011; Yoshida
et al. 2019). Cette action serait médiée en partie par les récepteurs NPY-Y1 ou NPFF2 ainsi que
par le récepteur a2-adrénergique. Le 26RFa induirait alors un relargage de noradrénaline dans
la moelle épiniére entre 15 et 75 minutes apres 1’induction d’une douleur aigué chez le rat

(Yoshida et al. 2019).
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Ainsi, bien que le 26RFa et le 43RFa semblent impliqués a la fois dans la régulation de la
locomotion, du comportement anxieux et dans la nociception, I’état actuel des connaissances
ne permet pas de déterminer avec précision les mecanismes impliqués dans ces differents

phénomenes.
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CHAPITRE 3 : L’obésité associée au diabete de type 2

1. Les caractéristiques de I’obésité et du diabéte de type 2

D’aprés I’organisation mondiale de la santé, 1’obésite se définit comme une accumulation
anormale de graisses qui représente un risque pour la santé. La gravité de 1’obésité est
fréquemment estimée a 1’aide de 1’indice de masse corporelle (IMC = Poids corporel / Taille?).
L’obésité est alors souvent caractérisée par un IMC supérieur a 30 kg/m2. D’aprés ’OMS en
2016, 1.9 milliard d’individus étaient en surpoids dans le monde (IMC>25 kg/m?). Parmi eux,
650 millions étaient considerés comme obéses ce qui représente 13% de la population mondiale.
En fonction du degré de sévérité, de la durée et de la distribution de cet exces de masse grasse,
les patients souffrant d’obésité ont un risque accru de développer des complications notamment

cardiovasculaires mais aussi un risque accru de développer un DT2 (Schiller et al. 2012).

Le diabéte, défini par une hyperglycémie chronique, constitue la maladie métabolique la plus
fréquente dans le monde. Cette élévation du glucose plasmatique conduit a de nombreux
dysfonctionnements affectant le cceur, les vaisseaux, les yeux ou encore le systéme nerveux. Le
diabete est diagnostiqué par une glycémie a jeun supérieure a 1.26g/L ou une glycémie post
prandiale supérieure a 2g/L (2 heures apres le repas) (American Diabetes Association 2017). Il existe
deux formes principales de diabéte. Tout d’abord, le diabéte de type 1 se caractérise par une
destruction auto-immune des cellules B pancréatiques et par conséquent une insulinopénie et
une hyperglycémie. Par ailleurs, le DT2, la forme la plus fréquente affectant pres de 90% des
patients diabétiques, est caractérisé par une insulino-résistance c'est a dire une incapacité de
I’insuline a agir sur ces différents tissus cibles et donc a réguler la glycémie mais aussi une

défaillance de la sécrétion insulinique qui s’accentue avec I’évolution de la maladie.

D’aprés la fédération internationale du diabéte (FID), plus de 416 millions de personnes dans
le monde souffrent de DT2 (Ogurtsova et al. 2017). En Europe, cela représente pres de 60 millions
de patients soit 10,3% des hommes et 9,6% des femme agés de plus de 25 ans. La prévalence
de la pathologie ne cesse d’augmenter, la FID estime que plus de 700 millions de personnes

dans le monde pourraient souffrir de diabete a I’horizon 2045.
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L’augmentation de la prévalence du DT2 est fortement liée a I’augmentation de 1’obésité au
cours de ces derniéres années. En effet, il est estimé que 90% de cas de DT2 dans le monde est

causé par un exces pondéral (Hossain et al. 2007).

Les facteurs de risque qui conduisent au developpement du DT2 sont sensiblement les mémes
que ceux qui conduisent au développement de 1’obésité. Ces facteurs de risque sont multiples
et comportent principalement des facteurs génétiques, métaboliques et environnementaux. Les
facteurs de risque peuvent ainsi étre divisés en deux catégories : les facteurs de risque non
modifiables tels que les facteurs génétiques et les facteurs de risque modifiables qui rassemblent

les facteurs environnementaux.

1.1.1. Les facteurs génétiques

L’impact des facteurs génétiques dans le développement du DT2 comparativement aux facteurs
socio-économiques et environnementaux n’est pas parfaitement connu. Les facteurs
héréditaires favorisent I’émergence de clusters caractérisés par un risque de développer un DT2
3,5 fois plus élevé que dans la population générale (Cuschieri 2019). En effet, un enfant dont 1’un
des parents est diabétique est exposé a un risque de développer un DT2 augmenté de 40% ou
de 70 % si ses deux parents sont diabétiques (Cuschieri 2019).

Aujourd’hui, 40 loci génétiques sont associés avec le développement du DT2. La majorité de
ces loci semble principalement concerner des genes liés a la fonction de la cellule B plutot
qu’aux mécanismes de I’insulino résistance (Hu 2011). Cependant, jusqu’a ce jour, ces locCi
n’augmentent que modestement le risque de DT2 en comparaison avec les facteurs

environnementaux et ne permettent pas de prédire la maladie.

1.1.2. Les facteurs environnementaux

L’obésité est fortement associée au développement du DT2. Ainsi, la sédentarisation, le manque
d’exercice physique, la consommation excessive de calories ainsi qu’un mauvais équilibre

alimentaire constituent les principaux facteurs de risque associés au DT2.
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La sedentarisation associée a nos modes de vie contemporains comporte une diminution du
temps associé a la pratique sportive et donc une diminution de la dépense énergétique. Deux
heures passées a regarder la télévision s’associent a une augmentation de 14% du risque de
développer un DT2 (Hu et al. 2003). En revanche, une heure de marche rapide quotidienne permet
de réduire de 34% le risque de DT2. La diminution de la dépense énergétique observée dans les
pays industrialisés est souvent associée a une augmentation de la prise alimentaire qui amplifie

le risque d’obésité et de DT2

Cependant, parallelement a ’exces calorique, la composition et la qualité de la nourriture
ingérée joue un role important dans 1’émergence du DT2. L’alimentation comportant de fortes
proportions de sucres et d’acides gras saturés augmente le risque de DT2 via I’excés de tissu
adipeux viscéeral (Stanhope & Havel 2010) et I’insulino-résistance alors qu’a contrario la
consommation de nourriture riche en fibres et en acides gras polyinsaturés est associée avec

une diminution de ce risque (Hu et al. 2001).

L’obésité compliquée d’insulinorésistance fait le lit du DT2 (Felber & Golay 2002). Il est admis
que la sensibilité a I’insuline varie au cours de la vie. L’insulino résistance est ainsi observée
physiologiquement durant la puberté, la grossesse ou encore le vieillissement (Defronzo 1979;
Buchanan et al. 1990; Moran et al. 1999). Parallélement, 1’obésité constitue un des facteurs majeurs
de D’insulino résistance. L’excés de masse grasse s’associe a une augmentation des
concentrations plasmatiques de triglycérides et a la sécrétion de nombreuses hormones et
cytokines pro-inflammatoires qui favorisent le dysfonctionnement de la signalisation de
I’insuline (Scherer 2006; Piché et al. 2020). Cependant, 1’excés de tissu adipeux ne semble pas
suffisant pour I’apparition du diabete. En effet, il est admis que 10 a 25% des patients obeses
ne présentent aucune anomalie métabolique (Bliher 2010). Au-dela de la masse totale, la
répartition de la masse grasse joue un role physiopathologique déterminant. Ainsi, le tissu
adipeux sous-cutané est moins delétére que le tissu adipeux abdominal (ou viscéral) (Bliher
2010). En effet, ce dernier sécrete comparativement davantage de cytokines pro-inflammatoires,

et est donc considéré comme métaboliquement plus actif. (Motoshima et al. 2002; van Harmelen et al.
2002).
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L’exces calorique apporté par 1’alimentation favorise 1’expansion du tissus adipeux et I’obésité.
L’évolution de 1’obésité vers un phénotype diabétique correspond a un processus long et lent
(Felber & Golay 2002). Durant les 10 premicres années, en dépit de 1’insulinorésistance, la
glycémie a jeun des patients reste stable au prix d’un hyperinsulinisme. Aprés 20 ans
d’évolution lente, I’hyperinsulinisme ne parvient souvent plus a maitriser la glycémie toujours
dans le contexte d’insulino-résistance, I’hyperglycémie chronique s’installe alors. Ces patients
sont alors diagnostiqués comme souffrant de DT2. Enfin, cette hyperglycémie chronique
associée une capacité sécrétoire d’insuline qui diminue progressivement conduit a 1’état

d’insulino déficience. Figure 25

2. Le développement de I’insulino-résistance

2.1.1. Le r0le déterminant du tissu adipeux dans I’insulino-résistance

Le tissu adipeux, outre son implication dans le stockage d’énergie, secréte de nombreuses
adipokines et cytokines. Les premicres études mettant en exergue le role de 1I’inflammation du
tissu adipeux dans la geneése du DT2 datent des années 1990. En effet, chez I’'Homme et le
rongeur, en condition d’obésité, le tissu adipeux blanc produit des concentrations élevées de
cytokines pro-inflammatoires. Ainsi, 1I’expression du TNF-o (Tumor necrosis factor a) intra-
adipocytaire est corrélée positivement a I’insulino-résistance (Hotamisligil et al. 1993).
Parallelement, les patients obéses et insulino-résistants présentent une inflammation élevée au

sein du tissu adipeux comparativement aux patients obeéses insulino-sensibles (Lawler et al. 2016).

Comme nous 1’avons vu, la fonction principale du tissu adipeux est de capter les substrats
énergétiques excédentaires pour les transformer sous forme de triglycérides et de les stocker
dans les adipocytes. Ainsi, ’exces calorique génére une hypertrophie des adipocytes (Longo et
al. 2019). Or, I’hypertrophie adipocytaire est associée a de nombreuses modifications cellulaires

dont 1’émergence de facteurs pro-inflammatoires et in fine I’insulinorésistance.

L’hypertrophie adipocytaire conduit d’une part a une augmentation de la consommation en
oxygene par les adipocytes et d’autre part a une diminution de la vascularisation au sein du tissu
adipeux, ainsi une hypoxie tissulaire importante s’établit (Pasarica et al. 2009; Lee et al. 2014).

L’exposition a I’hypoxie active des voies pro-inflammatoires telles que la voie médiée par HIF-
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Figure 25. Evolution du profil glycémique des patients durant les stades de prédiabéte et de diabéte avéré.

Durant le stade de prédiabéte, la consommation excessive de calories favorise le développement progressif de I'insulino-
résistance. La glycémie est maintenue au prix d’un hyperinsulinisme. Cependant ces mécanismes compensatoires engendrent
un dysfonctionnement des cellules B qui progressivement n’arrivent plus a contréler la glycémie. L’hyperglycémie s’installe
alors et les patients sont diagnostiqués diabétiques.

D’aprés Bar-Tana et al. 2020
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la (Hypoxia-Inducible Factor-/«) (Wang et al. 2007). Ce dernier joue un role déterminant dans la
mesure ou I’invalidation de ce facteur de transcription spécifiquement dans les adipocytes
prévient I’inflammation ainsi que 1’insulino-résistance chez le rongeur (Lee et al. 2014). HIF-1a
favorise le phénotype pro-inflammatoire des macrophages présents dans le tissu adipeux
(Fujisaka et al. 2013). La libération de cytokines pro-inflammatoires issues des macrophages active
les voies de signalisation médiées par NFkB (nuclear factor-kappa B ) et JNK (c-Jun N-
terminal kinase) dans les macrophages et les adipocytes (Longo et al. 2019). L’activation de ces
deux voies est associée a la production et la sécrétion de cytokines telles que le TNF-a,
I’interféron y (IFN-y) ou IL6 qui maintiennent 1’inflammation et I’émergence de 1’insulino-

résistance dans le tissu adipeux. Figure 26

Pour rappel, la signalisation de I’insuline s’effectue principalement par la phosphorylation des
protéines IRS sur des résidus tyrosine. Par la suite, ces protéine IRS activent la voie de
signalisation PI3K/AKT. Or, I’activation des voies NFkB et JNK via une phosphorylation des
protéine IRS sur la sérine-307 inhibe la voie de signalisation PI3K (Aguirre et al. 2002; Longo et al.
2019). De ce fait, I’insuline n’est plus capable (i) de stimuler la captation de glucose par le tissu
adipeux ; et (ii) de réguler correctement la balance lipogenése/lipolyse. Les adipocytes
hypertrophiques présentent alors une augmentation de I’activité de I’enzyme HSL favorisant la
lipolyse et donc la libération d’acides gras dans le milieu extra cellulaire (Berger & Barnard 1999;
Waueest et al. 2009). L’insulino-résistance favorise alors la lipotoxicité dans le tissu adipeux ce qui

finalement, maintient ’activation des macrophages et I’inflammation dans le tissu.

Ainsi, I’insulino-résistance dans le tissu adipeux entraine une augmentation des acides gras et
du glucose circulants ce qui, non seulement, engendre une hyperglycémie mais aussi entraine
un dysfonctionnement majeur de la signalisation insulinique dans le muscle et le foie (Abel et al.

2001).

2.1.2. L’insulino-résistance musculaire

La fonction principale de I’insuline dans le muscle est de promouvoir la captation du glucose
via la translocation de GLUT4 a la membrane des myocytes. Il est admis que 1’effet de I’insuline
au niveau musculaire permet plus 70% de la captation du glucose post-prandial, ainsi

I’apparition d’une insulino-résistance le muscle influence fortement 1’homéostasie du glucose.
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Figure 26. Installation de I'insulino-résistance dans le tissu adipeux

L’hypertrophie des adipocytes, causée par I'exces calorique, favorise le développement d’une hypoxie intratissulaire qui
active le facteur de réponse a I'hypoxie : HIF-1a. Ce facteur active alors des voie pro-inflammatoires médiées par NFkB
et JNK qui induisent la phosphorylation de la sérine 307 des protéine IRS et inhibant ainsi le signal insulinique. Par
conséquent, I'insuline ne stimule plus la captation de glucose et d’acides gras (AG) ni la lipogenese et n’inhibe plus la

lipolyse. Les acides gras, le glycérol, et le glucose circulants sont ensuite redirigés vers le foie et le muscle.
Ins : Insuline ; InsR : récepteur de l'insuline
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L’hypothese principale de I’insulinorésistance musculaire repose sur une augmentation des
acides gras circulants en lien avec le dysfonctionnement adipocytaire, les acides gras
s’accumulent anormalement dans le muscle et in fine altérent la voie de signalisation insulinique
musculaire (Samuel & Shulman 2016). Ainsi, il a été montré que I’accumulation d’acide gras dans
les myocytes diminuait la captation du glucose par 1’insuline (Roden et al. 1996; Dresner et al. 1999),
anomalie également bien décrite chez les patients obéses et insulino-résistants (Petersen et al.

1998).

Les acides gras intra-musculaires sont métabolisés en triglycérides par un processus
d’estérification. Cependant, certains travaux suggerent que 1’insulinorésistance ne serait pas
directement liée aux triglycérides mais a d’autres espéces lipidiques (Yu et al. 2002). En effet, le
processus d’estérification des acides gras entraine une augmentation transitoire de
diacylglycérol (DAG). Or, chez le rongeur I’infusion de DAG dans le muscle squelettique
active la PKC-0 (Protéine Kinase C 0) qui inhibe I’activité tyrosine kinase du récepteur de
I’insuline (Itani et al. 2002; Szendroedi et al. 2014). Ce dernier n’est alors plus capable de
phosphoryler les protéines IRS et par conseéquent d’activer la voie de signalisation de 1’insuline
dans le muscle squelettique. Le transporteur GLUT4 est alors séquestré dans le cytoplasme

empéchant ainsi la captation du glucose par les myocytes. Figure 27

2.1.3. L’insulino-résistance hépatique

L’insulino-résistance hépatique est principalement caractérisée par I’incapacité de 1’insuline a
inhiber la néoglucogenése. En effet, ceci a bien été demontré chez le rongeur ou la délétion du
géne du récepteur a I’insuline spécifiquement dans les hépatocytes provoque une intolérance au
glucose liée a une augmentation de la néoglucogenese hépatique (Petersen & Shulman 2018). Chez
I’Homme, I’insulino-résistance hépatique est fortement associée a 1’accumulation de lipides
dans le foie aussi appelée stéatose hépatique (Perseghin et al. 1999; Samuel & Shulman 2016). Pour
rappel, la captation des acides gras circulants dans les cellules est médiee par la LPL. Ainsi,
dans un modele murin transgénique, la surexpression de la LPL dans les hépatocytes provoque
une accumulation anormale de lipides dans ces cellules impactant péjorativement la
signalisation insulinique. Dans ce modéle, le développement de 1’insulino-résistance est tissu-
spécifique et n’a lieu exclusivement que dans les hépatocytes (Kim et al. 2001). Les mécanismes

qui rendent compte de 1’accumulation ectopique de lipides dans le foie et de 1’insulino-
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Figure 27. l'insulino résistance dans le muscle

Les acides gras et le glycérol provenant de I'alimentation ou du tissu adipeux sont captés
par le tissu musculaire et s"accumulent dans les myocytes sous forme de triglycérides (TG).
Le diacyl-glycérol ainsi formé, active la PKC-8, ce qui bloque la phosphorylation des
protéines IRS par le récepteur de I'insuline. Ainsi, I'insuline ne permet plus la translocation
de GLUT4 a la membrane ce qui empéche la captation de glucose par les myocytes.
Parallelement, I'insuline ne favorise plus la synthése de glycogene. L'ensemble de ces
mécanismes conduisent a une augmentation de la glycémie.
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résistance sont tres semblables a ceux décrits dans le muscle. En effet, les acides gras intra-
hépatocytaires sont estérifiés en triglycérides. Cette voie métabolique accentue la production
de DAG. Or, I’augmentation de DAG dans le foie active la PKC-¢ qui diminue alors I’activité
tyrosine kinase du récepteur de 1’insuline (Samuel et al. 2004). Les souris déficientes pour la PKC-
g sont protégées de I’insulino-résistance hépatique malgré I’accumulation de lipides dans le foie

(Samuel et al. 2007).

La stéatose hépatique est expliquée par différents processus physiopathologiques. Tout d’abord,
il a été montré que le dysfonctionnement du tissu adipeux engendre une accumulation anormale
de lipides dans le foie. En effet, I’augmentation de 1’expression des cytokines pro-
inflammatoires telles que I’TL6 et le TNF-a par le tissu adipeux viscéral est fortement corrélée
a la sévérité de la stéatose hépatique chez I’Homme (Jorge et al. 2018). En outre, TNF-a et IL6
augmentent la synthése de triglycérides notamment dans les hépatocytes (Popa et al. 2007). Par
ailleurs, I’accumulation de lipides dans le foie peut étre aussi médi¢e par 1’excés des apports
nutritionnels en graisses. En effet, chez la souris, 1’exposition a un régime HFD pendant 3 jours
stimule fortement 1I’accumulation de lipides dans les hépatocytes. Bien que I’insulino-sensibilité
du tissu adipeux soit préservée dans ce modele (Samuel et al. 2004), la stéatose hépatique induite
par ces 3 jours de réegime HFD est suffisante pour induire une insulino-résistance dans les
hépatocytes en activant la PKC-¢ (Samuel et al. 2004). Ainsi, I’accumulation ectopique de lipides
dans le foie pourrait s’expliquer par des apports nutritionnels excessifs en lipides puis auto-
entretenue par les conséquences déléteres de 1’insulino-résistance dans le tissu adipeux. Figure
28

En condition d’insulino-résistance hépatique, ’homéostasie du glucose est ainsi fortement
altérée par la levée d’inhibition de I’insuline sur la néoglucogénése. En outre, I’insulino-
résistance du tissu adipeux, combinée a I’insulino-résistance hépatique, majore les
concentrations d’acides gras libres et de glycérols qui constituent les principaux substrats de la
néoglucogénese pour les hépatocytes, I’ensemble conduisant donc a une augmentation majeure

de la production hépatique de glucose.

L’émergence d’un nouveau modele de régulation de ’homéostasie du glucose centré sur une
coopération entre la périphérie et le systéme nerveux central supporte également I’hypothése
d’un réle déterminant de ce dernier dans la physiopathologie du DT2. La prise alimentaire
excessive notamment en lipides rencontrée dans 1’obésité entraine des conséquences majeures
sur le SNC.
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Figure 28. L'insulino résistance dans le foie

Les lipides et le glucose provenant du tissu adipeux, du muscle et de I'alimentation sont captés par les hépatocytes
puis transformés en triglycérides sous I'action des cytokines pro-inflammatoires (IL6, TNFa). L'ensemble de ce
processus génére du diacylglycérol qui active la PKC-g inhibant ainsi la signalisation insulinique. Ainsi, I'insulino-

résistance dans le foie favorise la production hépatique de glucose qui participe activement a I’hyperglycémie
observées au cours du diabéte de type 2.
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2.1.4. Role de ’inflammation du SNC

De Souza et coll ont montré pour la premicre fois en 2005 que la consommation d’un régime
HFD provoque une inflammation hypothalamique et la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires telles que IL1p (interleukine 1), I’IL6 et le TNF-a via ’activation des voies
JNK et NFkB (De Souza et al. 2005). Chez le rongeur, la consommation d’un régime HFD de 24h
est suffisante pour induire une augmentation des marqueurs inflammatoires hypothalamiques
en I’absence d’inflammation périphérique et de prise de poids (Thaler et al. 2012; Berkseth et al.
2014). Cette inflammation est spécifique a I’ARC et favorise le recrutement des cellules gliales.
L’activation du pattern inflammatoire des cellules gliales et des neurones durant les premiers
jours du régime HFD chez la souris est cependant transitoire et peut étre reversée par la reprise
d’une nourriture standard (Thaler et al. 2012; Berkseth et al. 2014). Ce phénomene pourrait constituer
un mécanisme de défense contre 1’exces calorique et lipidique. En revanche, cette diminution
des marqueurs inflammatoires apres 1 semaine de régime HFD est de courte durée puisque
I’exposition chronique au régime HFD (plus de 4 semaines chez la souris) entraine de nouveau

le développement d’une inflammation centrale (Thaler et al. 2012).

Les mécanismes moléculaires de 1’inflammation hypothalamique, partiellement connus,
s’appuient sur une forte implication des acides gras saturés et du récepteur Toll-like receptor 4
(TLR4) (Milanski et al. 2009; Gupta et al. 2012; Huang et al. 2012; Lee et al. 2014). Ainsi, les souris
invalidées pour le géne du TLR4 sont protégées vis-a-vis de I’inflammation induite par le
palmitate (zhao et al. 2017; Lancaster et al. 2018). L’activation des voies de signalisation de JNK et
NF«B par TLR4 provoque une libération de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a,
I’IL1P et I'IL6 (Tak & Firestein 2001).

Par ailleurs, I’exces calorique occasionne des dysfonctionnements de la BHE. En effet, chez le
patient diabétique et chez la souris soumise a un régime HFD ou riche en sucre, des
modifications architecturales et fonctionnelles de la BHE ont été observées (Yi et al. 2012).
L’épithélium fenestré de I’éminence médiane constitue physiologiquement un filtre pour le
passage sélectif des molecules peériphériques du compartiment sanguin vers le SNC.
L’exposition chronique a un régime HFD modifie la perméabilité¢ de 1a BHE via une réduction
de I’expression des protéines de jonction serrées (Chehade et al. 2002; Argaw et al. 2009; Sajja et al.
2014; Yoo et al. 2016; Xu et al. 2017). Il en résulte une activation des voies inflammatoires

astrocytaires et le recrutement de monocytes qui auto-entretiennent I’inflammation locale.
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Ainsi, I’inflammation hypothalamique observée au cours de 1’obésité résulte de I’inflammation
de bas grade périphérique associée a une action directe des acides gras saturés sur les astrocytes
et les neurones. Le dysfonctionnement des organes périphériques induit par I’insulino-
résistance augmente les concentrations circulantes d’acides gras et par conséquent contribue a
I’inflammation centrale. La stimulation des voies pro-inflammatoires dans 1’hypothalamus
favorise 1’apoptose des populations neuronales de I’ARC (AgRP/NPY et POMC) impactant le
systétme de régulation de ’homéostasie énergétique centrale (Jais & Briining 2017). De plus,
I’inflammation centrale perturbe la fonction de « glucose sensing » de I’hypothalamus ainsi que
I’action de I’insuline (Parton et al. 2007; Purkayastha et al. 2011; de Andrade et al. 2015). L hypothalamus

n’est alors plus capable de réguler des fonctions clés de I’homéostasie glucidique. Figure 29

2.1.5. ROle de la leptino-résistance

Comme nous I’avons vu précédemment, la leptine est sécrétée par le tissu adipeux en réponse
a ’augmentation de celui-ci. La leptine agit ensuite sur son récepteur hypothalamique afin de
diminuer la prise alimentaire et d’augmenter la sensibilité centrale a I’insuline. Chez la souris
rendue obése par un régime HFD, la leptine n’est plus capable d’activer sa voie de signalisation
hypothalamique, ce qui correspond a la leptino-résistance (Seeley et al. 1996; Halaas et al. 1997,
Miinzberg et al. 2004).

L’inflammation centrale joue un role déterminant dans la leptino-résistance observée dans
I’obésité. En effet, ’exces calorique et principalement 1’apport excessif de lipides entrainent
comme nous I’avons déja vu I’activation des voies de signalisation pro-inflammatoires
hypothalamiques NFkB et JNK. Tout d’abord, I’activation de la voie NFxB dans
I’hypothalamus est associée a une surexpression de la cytokine SOCS3 (Suppressor Of
Cytokine Signaling 3) qui régule négativement la signalisation de la leptine (zhang et al. 2008).
De plus, I’inhibition hypothalamique de la voie JNK soit par des inhibiteurs pharmacologiques
soit par son invalidation dans des modeles murins transgéniques améliore fortement la
sensibilité a la leptine (Sabio et al. 2010). Enfin, I’inhibition centrale de la voie du TLR4 permet
une restauration de la leptino-résistance induite pas un régime HFD chez le rongeur (Milanski et
al. 2009).

Parallelement a I’inflammation centrale, I’hypersécrétion de leptine observée dans 1’obésité

pourrait induire sa propre résistance hypothalamique. En effet, la sécrétion de leptine augmente
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Figure 29. l'inflammation induite par I'obésité et I'exces calorique

La surnutrition et I'obésité augmentent les concentrations plasmatiques d’acides gras, d’endotoxines et de
cytokines pro-inflammatoires ce qui entraine des dysfonctionnements métaboliques dans plusieurs
organes. Le systeme nerveux central, par I'intermédiaire du nerf vague et de la BHE, est affecté par cette
inflammation périphérique. Il en résulte une augmentation de la perméabilité de la BHE, |'activation des
cellules gliales et une neuro-inflammation.

D’aprés Guillemot-Legris et Muccioli 2017



Introduction Chapitre 3 : L obésité associée au diabéte de type 2

avec I’hypertrophie des adipocytes, qui est principalement causée par I’exces calorique comme
nous 1’avons vu (CF Chapitre 3-2.1) (Couillard et al. 2000). La souris ob/ob (déficiente pour la
leptine) soumise a un régime HFD reste sensible a la leptine exogéne soutenant I’hypothése que
I’excés de lipides n’est pas suffisant pour induire la résistance a la leptine (Knignt et al. 2010). De
facon similaire, une réduction de la production de la leptine chez la souris HFD permet de
restaurer la sensibilité a la leptine dans I’hypothalamus (Zhao et al. 2019). Les mécanismes
moléculaires sous-jacents a ce phénomene ne sont pas encore bien élucidés, cependant une
étude récente a montré que la leptine contribuait fortement a I’induction de 1’inflammation
centrale liée a un régime HFD (Pretz et al. 2021). Ainsi I’obésité et I’excés calorique favorisent
I’hypertrophie des adipocytes et 1’augmentation de la sécrétion de la leptine qui induirait
I’inflammation centrale et sa propre résistance. La perte du signal anorexigene de la leptine
contribuerait alors a une augmentation des apports caloriques et a I’installation d’un cercle

vicieux.

2.1.6. Role et mécanismes de I’insulino-résistance centrale

Comme pour les organes périphériques, 1’insulino-résistance dans le SNC se traduit par
I’incapacit¢ de Dl’insuline a réguler 1’homéostasie glucidique en activant son récepteur
hypothalamique. Cette insulino-résistance peut étre liée & une diminution du transport de

I’insuline vers le SNC et/ou a un défaut de signalisation intracellulaire.

Pour compenser 1’insulino-résistance qui s’installe progressivement dans les organes
périphériques avec [’obésité, les concentrations plasmatiques d’insuline augmentent.
Cependant, comme nous 1’avons vu, l’insuline rejoint le compartiment central via un
mécanisme dépendant d’un transporteur saturable (Baura et al. 1993; Hersom et al. 2018; Rhea et al.
2018). Ce transporteur saturable constitue donc un facteur limitant pour le passage de 1’insuline
dans le SNC. Ainsi, le ratio [insuline].cr/[insuline]piasma diminue et le cerveau est finalement
exposé a une « hypoinsulinémie » comparativement aux organes périphériques (Stein et al. 1987;
Kaiyala et al. 2000; Kern et al. 2006; Heni et al. 2014a). En outre, 1’administration icv d’insuline chez
le rongeur obése ou intranasale chez le patient obese (qui permet a I’insuline d’accéder
directement au SNC) ne permet pas de restaurer la normoglycémie suggérant que d’autres
mécanismes sont également impliqués dans 1’insulino-résistance centrale (lkeda et al. 1986;

Hallschmid et al. 2008; Clegg et al. 2011; Heni et al. 2014b).
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Comme pour I’inflammation centrale, I’insulino-résistance centrale apparait précocement des
72h aprés 1’exposition au régime HFD (Clegg et al. 2011). Induite par I’inflammation centrale,
I’augmentation de la production des cytokines pro-inflammatoires favorise le développement
de I’insulino-résistance centrale. L’exposition du SNC au TNF-a est associée au développement
de I’insulino-résistance centrale (Romanatto et al. 2007). En effet, le TNF-o augmente 1’expression
de la phosphatase PTP1B (Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 1) qui réduit la
signalisation de I’insuline en déphosphorylant son récepteur ainsi que les protéine IRS (Bence et
al. 2006; Zabolotny et al. 2008). La délétion de PTP1B dans les neurones est d’ailleurs associée a

une amélioration de I’homéostasie du glucose (Bence et al. 2006).

Par ailleurs, I’activation du TLR4 par les acides gras recrute la voie de signalisation médiée par
JNK qui, comme dans le tissus adipeux, stimule la phosphorylation du récepteur de 1’insuline
sur la serine 307 bloguant ainsi la signalisation insulinique (Aguirre et al. 2002). De plus, les acides
gras saturés tels que le palmitate activent la PKC-0 qui inhibe la signalisation insulinique

médiée par PI3K spécifiquement dans les neurones AgRP de I’ARC (Benoit et al. 2009).

Ainsi, I’'inflammation centrale perturbe la signalisation insulinique centrale. L’insuline n’est
alors plus capable de réguler la glycémie. L’apparition précoce de 1’insulino-résistance centrale
participe sans doute activement a la dérégulation de I’homéostasie glycémique observée dans

’obésité et le DT2. Figure 30

3. Role des incrétines dans I’obésité et le diabéte de type 2

Comme nous I’avons vu, les incrétines, GIP et GLP-1, participent puissamment a la régulation
de la glycémie notamment en potentialisant la sécrétion d’insuline induite par le glucose. Dans
le contexte de 1’obésité associée au DT2 de nombreuses études ont rapporté des altérations

majeures du systéme incrétine.

Chez les patients souffrant de DT2, il a été rapporté que 1’effet incrétine, c'est a dire la sécrétion
d’insuline apres une charge orale en glucose, est fortement diminué (Perley & Kipnis 1967; Nauck
et al. 1986; Knop et al. 2007; Bagger et al. 2011). Cette diminution de I’effet incrétine est expliquée
par une diminution de la sécrétion et/ou une diminution de I’effet insulinotrope du GIP et du
GLP-1.
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Eigure 30. Insulino-résistance centrale et conséquences métabolique.

L’obésité induit une augmentation de la sécrétion d’insuline par le pancréas. Le cerveau quant a lui est exposé a un
hypoinsulinisme relatif et a une diminution du signal insulinique central conduisant a une augmentation de la lipolyse dans
le tissu adipeux et a une augmentation de la production hépatique de glucose. Parallelement la perte du signal anorexigene
de I'insuline augmente la prise alimentaire ce qui entretient I'obésité et I'insulino résistance.

D’apres Scherer et al. 2021
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En ce qui concerne la sécrétion des incrétines au cours du diabete, les résultats dans la littérature
sont hétérogénes. Tout d’abord, il a ét¢ montré que les concentration plasmatiques a jeun de
GIP étaient augmentées chez les patients obeses (Jones et al. 1989; Chia et al. 2017). Contrairement
aux concentrations a jeun de GLP-1 qui ne sont pas modifiées chez les patients (Chia et al. 2017).
Parall¢lement, au cours d’une charge orale en glucose, la sécrétion de GIP est augmentée chez
les patients diabétiques (Salera et al. 1982; Jones et al. 1989; Chia et al. 2017). En ce qui concerne le
GLP-1, les résultats sont plus controversés et certaines études rapportent une réduction
significative de la sécrétion de GLP-1 induite par le glucose chez les sujets obeses et diabétiques
(Toft-Nielsen et al. 2001; Vilsball et al. 2003) tandis que d’autres études ne montrent aucune différence
entre les patients et les sujets sains (Nauck et al. 2011; Calanna et al. 2013). Enfin, une métanalyse de
2011 suggere une grande variabilité inter-individuelle de la sécrétion de GLP-1 aprés une
charge orale en glucose dépendamment du sexe, de 1’age, des agents pharmacologiques mais
aussi du stade de la pathologie (stade de prédiabete, diabete avéré) ce qui pourrait naturellement
expliquer la discordance des données de la littérature (Ferch et al. 2015). Globalement, la perte de
I’effet incrétine observée chez les patients diabétiques ne semble pas s’expliquer par une

diminution de la sécrétion d’insuline.

Dans ce contexte, la sensibilité des flots pancréatiques aux deux hormones incrétines a été
étudiée. Chez les patients DT2, les ilots pancréatiques demeurent sensibles au GLP-1.
Cependant, I’effet insulinotrope du GLP-1 est 3 & 5 fois moins important que chez les sujets
sains (Elahi et al. 1994; Kjems et al. 2003). En revanche, chez les patients DT2, les cellules 3
deviennent complétement insensibles au GIP, ainsi en dépit de 1’élévation des concentrations
plasmatiques de GIP observée chez les patients, 1’effet insulinotrope du peptide est aboli (Krarup
et al. 1987; Elahi et al. 1994; Kjems et al. 2003). La diminution de la capacité sécrétoire d’insuline du
pancréas classiquement décrite dans le DT2 (Cf ci-dessous) ainsi que la diminution de
I’expression du récepteur au GIP sur les cellules § (Lynn etal. 2001; Xu et al. 2007; Kaneto & Matsuoka

2013) contribuent a la perte d’effet incrétine du peptide.

4. Le dysfonctionnement de la cellule

L’insulino-résistance observée dans les tissus périphériques et dans le SNC entraine une

augmentation des concentrations plasmatiques de glucose, d’acides gras libres et de cytokines
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pro-inflammatoires. En réponse a ces anomalies, les cellules B pancréatiques développent des
mécanismes compensatoires afin d’augmenter la sécrétion d’insuline. Parmi ces mécanismes,
la prolifération des cellules B joue un role déterminant. En effet, chez la souris ob/ob, obese et
insulino-résistance, le volume des cellules B est 3.6 fois plus élevé que chez la souris contréle
(Bock et al. 2003). Parallelement, les modéles murins qui présentent un défaut de prolifération des
cellules B développent plus rapidement un diabéte et une insulino-résistance en cas d’exposition
a un régime HFD (EIl Ouaamari et al. 2016; Shirakawa et al. 2017). Chez I’Homme, I’augmentation de
la prolifération et du volume des cellules B est plus difficile a quantifier mais des études
d’analyse de tissus post-mortem ont permis de confirmer ce résultat (Klgppel et al. 1985; Rahier et

al. 2008).

Cette augmentation de la prolifération cellulaire observée dans le pancréas des sujets
diabétiques afin de pallier la forte demande en insuline n’est pas le seul mécanisme
compensatoire mis en place par la cellule B. En effet, des ¢tudes ont montré que lorsqu’elles
sont exposées a un milieu riche en glucose, elles augmentent 1’expression du transporteur
GLUT?2 et stimulent I’activité de la GCK afin de favoriser I’hypersécrétion d’insuline (Chen et

al. 1994; Larqué et al. 2011).

La normoglycémie chez les patients insulino-résistants est maintenue au prix d’un
hyperinsulinisme. Cependant, ce dernier n’est que transitoire car la sollicitation permanente du
pancréas provoque des dysfonctionnements majeurs des cellules 3 affectant la fonction mais
aussi la quantité de cellules . En effet, de nombreuses études ont rapporté une forte diminution
(24 a 65%) de la masse de cellules B chez les patients diabétiques (Clark et al. 1988; Sakuraba et al.
2002; Butler et al. 2003; Rahier et al. 2008; Inaishi et al. 2016) associée a une diminution de la taille des
flots pancréatiques (Deng et al. 2004). Parallélement, la capacité de sécrétion d’insuline chez les
patients DT2 s’accentue avec la durée de la maladie, I’ensemble de ces anomalies contribue
naturellement a la physiopathologie de I’hyperglycémie observée dans le DT2. (Ward et al. 1984;
Jensen et al. 2002; Ferrannini et al. 2005). Cette défaillance des cellules B au cours de la maladie

repose sur des processus multifactoriels.

Tout d’abord, I’augmentation de la production d’insuline sollicite fortement le réticulum

endoplasmique. L’accumulation de protéines mal conformées pourrait activer les mécanismes
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de stress du réticulum et in fine ’apoptose cellulaire des cellules B (Rabhi et al. 2014). L’activation
des marqueurs du stress du réticulum tels que le facteur de transcription CHOP est élevée dans
les cellules B pancréatiques des souris exposées au régime HFD (Song et al. 2008; Oh et al. 2018).
Chez ’'Homme, la taille du réticulum endoplasmique des cellules B des patients DT2 est deux
fois plus élevée que chez les sujets sains ce qui peut étre considéré comme un marqueur du

stress du réticulum endoplasmique (Remedi & Emfinger 2016).

Deuxiémement, des anomalies mitochondriales liees a la lipotoxicité induisent un
dysfonctionnement des cellules . Les acides gras potentialisent la sécrétion d’insuline induite
par le glucose notamment en augmentant la concentration intracellulaire de calcium et donc
I’exocytose (Deeney et al. 2000; Nolan et al. 2006). Cependant, I’hyperlipidémie chronique peut, au
contraire, diminuer la sécrétion d’insuline (Oprescu et al. 2007). Bien que les mécanismes
moléculaires ne soient pas encore bien connus, I’accumulation intracellulaire de lipides induit
un dysfonctionnement mitochondrial responsable d’une surproduction d’especes réactives a
I’oxygéne et donc un stress oxydatif (Supale et al. 2012; Gerber & Rutter 2017; Oh et al. 2018). La
diminution de la fonction mitochondriale dans les cellules B contribue a la diminution de
I’insulinosécrétion et 1’augmentation du stress oxydatif participe a 1’apoptose des cellules P

Figure 31.

Enfin, il a récemment été montré que I’hyperglycémie et I’hyperlipidémie pouvaient induire
une dédifférenciation des cellules B (Accili et al. 2016; Chen et al. 2017). Ce phénomeéne de
dédifférenciation est caractérisé par une diminution de I’expression de certains facteurs de
transcription clés dans la fonction de la cellule B et une augmentation des facteurs de
transcription spécifiques des cellules progénitrices (Talchai et al. 2012). Ces cellules 3
dédifférenciees deviennent négatives a I’immunomarquage pour I’insuline et ne participent plus
a la régulation de ’homéostasie glucidique. Les mécanismes de dédifférenciation cellulaire ne
sont pas €élucidés, toutefois, la normalisation de la glycémie et un traitement a I’insuline chez le

rongeur pourraient reverser ce phénomene (Wang et al. 2014).

Au total, I’insulino-résistance qui s’installe progressivement dans les différents organes lors de
I’excés calorique génére une augmentation de la sécrétion d’insuline qui permet initialement de
maintenir la normoglycémie. Cependant, cet hyperinsulinisme ne peut pas perdurer en raison
des consequences du stress du reticulum, de la dysfonction mitochondriale et in fine de

I’apoptose de la cellule B. C’est alors le début d’un cercle vicieux ou la diminution de
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En condition d’insulino-résistance, 'augmentation des acides gras circulants favorise la prolifération des cellules B ainsi que la
sécrétion d’insuline afin de compenser la perte d’insulino sensibilité. Cependant I’exposition chronique aux acides gras participe au
dysfonctionnement et a I'apoptose des cellules B ce qui conduit au diabete de type 2.

D’aprés Oh et al. 2018
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I’insulinémie et I’insulino résistance ne permettent plus de maitriser la glycémie et la lipidémie

amplifiant alors I’apoptose et la défaillance des cellules § Figure 32

5. Les traitements actuels du diabeéte

La physiopathologie de 1’obésité, de I’insulino résistance et du DT2 est complexe et repose sur
de nombreuses anomalies métaboliques. Elle ouvre le champ finalement a de nombreuses
approches thérapeutiques. L’ensemble de ces traitements a pour objectif un maintien durable

de la normoglycémie et I’amélioration, la restauration des systemes de régulation défaillants.

Tout d’abord, la metformine apparait comme le traitement le plus communément utilisé pour
traiter les patients diabétiques. Elle n’a pas d’effet sur la fonction pancréatique cependant elle

permet de limiter la glycogénése hépatique en inhibant les enzymes de la néoglucogenese.

Ensuite, d’autres classes thérapeutiques améliorent la sécrétion d’insuline telles que les
sulfonylurées. La prise prolongée de ces traitements pourrait favoriser une hyperinsulinémie
potentiellement déléteére sur le long terme et accélérer les dysfonctionnements des cellules 3

comme nous 1’avons vu précédemment.

Certains traitements améliorent la sensibilité a 1’insuline. C’est le cas des thiazolidinediones
qui amplifient ’action de I’insuline dans le muscle, le foie et le tissu adipeux notamment en
stimulant le métabolisme du glucose (GLUT 4, glycogene synthase) et le métabolisme des

lipides (augmentation de I’expression des genes impliqués dans la lipogenése).

Enfin, certains traitements visent a améliorer le systéme des incrétines défaillant dans le DT2.
Les inhibiteurs de la peptidase DPP4, diminuent la dégradation du GLP1 et donc de favoriser
son action. Les agonistes du GLP-1 (exenatide, liraglutide...) augmentent la sécrétion
d’insuline en activant directement le récepteur au GLP-1 pancréatique. De plus, les analogues

du GLP1 diminuent la prise alimentaire et donc favorisent la perte de poids.
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La surnutrition et Iinactivité favorise le
développement de l'insulino-résistance qui force
les cellules B a adopter des mécanismes
compensatoires. La prolifération des cellules B,
I’'augmentation de la réponse UPR, I'augmentation
de la fonction mitochondriale entraine le
dysfonctionnement des cellules B. Le stress du
réticulum, le stress oxydatif et Iinflammation
augmente |'apoptose des cellules B et leur
dédifférenciation conduisant au diabéte de type 2.
) D’aprés Hudish et al. 2019
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La liste des traitements énoncés ici n’est pas exhaustive mais elle rend compte de la diversité
thérapeutique du diabéte. Cependant, malgré le développement de ces thérapies, les
observations cliniques montrent que de nombreux patients sont résistant aux traitements
disponibles. Le recours a I’insulinothérapic est fréquent y compris dans le DT2, le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques demeure donc indispensable (Scheen
2017). Figure 33
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OBJECTIES

Pour résumer, ’homéostasie glycémique est un processus complexe qui met en jeu de
nombreux organes et effecteurs. L’insuline, secrétée par les cellule B pancréatiques, est
I’hormone principale dans la régulation de I’hyperglycémie. Dans un premier temps, I’insuline
agit directement sur ces organes cibles : le muscle, le tissu adipeux et le foie. Elle va alors (i)
favoriser la captation de glucose et son stockage sous forme de glycogene ; (ii) diminuer la
production hépatique de glucose ; et enfin (iii) favoriser la captation de lipides par le tissu
adipeux. Dans un second temps, I’insuline va amplifier I’ensemble de ses actions périphériques

en activant directement son récepteur présent dans 1’hypothalamus.

Le neuropeptide 26RFa, est produit par I’hypothalamus mais aussi par d’autres organes tels que
le duodénum et le pancréas. Ce neuropeptide a recemment été caractérisé comme une nouvelle
hormone incrétine. En effet, a I’instar des autres hormones incrétines comme le GLP-1 et le
GIP, le 26RFa est sécrété par I’intestin aprés une charge orale en glucose et stimule la sécrétion
d’insuline en activant directement son récepteur, le GPR103, présent sur les cellules . De plus,
le 26RFa augmente la sensibilité a I’insuline probablement en favorisant la captation de glucose
et d’acides gras par le muscle et le tissu adipeux reciproquement. Parallelement, 1’action
centrale de I’insuline stimule la production et la sécrétion du 26RFa par ’hypothalamus. Le
26RFa central, excerce alors un effet anti-hyperglycémiant en stimulant la production
périphérique d’insuline. Le 26RFa apparait alors comme un nouvel acteur dans la régulation

centrale et périphérique de la glycémie.

Au cours de certaines pathologies, le systéme gluco-régulateur peut étre défaillant. C’est
notamment le cas durant I’obésité et le DT2. Durant ces pathologies, I’excés calorique ainsi que
I’augmentation de la masse grasse favorise le developpement d’une inflammation centrale et
périphérique. Cette inflammation entraine alors un dysfontionnement des voies de signalisation
de I'insuline dans le muscle, le tissu adipeux, le foie et le systéme nerveux central. Ces
anomalies perturbent fortement la régulation de la glycémie qui devient alors anormalement

élevée chez les patients.

Aujourd’hui, le fonctionnement du systeme neuropeptidergique 26RFa/GPR103 dans le
contexte physiopathologique de ’obésité et du DT2 n’est pas connu. Ainsi I’objectif de cette

thése est de déterminer I'impact de 1’obésité et de I’hyperglycémie chronique sur les
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mécanismes d’action du 26RFa dans la régulation de la glycémie a la fois périphérique et

centrale.

Pour ce faire, nous avons utilis€¢ un modele de souris classiquement utilisé pour étudier 1’obésité
associee au DT2 : les souris « High Fat Diet ». Comme nous 1’avons vu, le développement de
I’obésité et du DT2 est fortement associé a 1I’exces de calories apportées par 1’alimentation et
particulierement a I’excés de lipides. Afin de convenir au mieux a la pathogenése chez
I’Homme, les souris adultes sont soumises a un régime fortement enrichi en graisses (beurre
anhydre). Apres plusieurs semaines, les souris présentent une surcharge pondérale associée a

une hyperglycémie chronique.

Ainsi, dans ce modéle de souris HFD, nous avons dans un premier temps déterminé 1’impact
du régime HFD sur le systeme 26RFa/GPR103 périphérique. Dans un second temps, nous avons
utilisé un modele de souris déficientes pour le 26RFa que nous avons soumises a ce méme
régime riche en graisses afin de déterminer si I’absence de 26RFa pouvait altérer le phénotype
obese et hyperglyémique des souris. Enfin, dans un troisiéme temps, nous avons determiné les
effets centraux du 26RFa dans la régulation de la glycémie dans ce modéle de souris HFD. Ce
deuxieme objectif se divise en deux parties. La premiére était de déterminer les effets d’une
injection aigué de 26RFa sur le métabolisme glucidique. La deuxiéme partie était d’évaluer les
effets d’une infusion icv chronique de 26RFa sur le phénotype obése et diabetique des souris
HFD.

Ainsi, durant ces travaux de these nous avons cherché a répondre aux questions suivantes :

Le 26RFa conserve-t-il son effet anti-hyperglycémiant périphérique chez les souris
HFD ?

- Comment le régime HFD impact-il le systéme 26RFa/GPR103 périphérique ?

- Le 26RFa conserve-t-il ses effets anti-hyperglycémiants centraux chez les souris HFD ?
- Untraitement central de longue durée peut-il améliorer le phénotype obése et diabétique

des souris HFD ?
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RESULTATS

Article 1: Le 26RFa est un régulateur clé dans la régulation de I’homéostasie
énergétique et son activité est altérée chez la souris obése et hyperglycémique

Gaétan Prévost, Arnaud Arabo, Marie-Anne Le Solliec, Justine Bons, Marie Picot, Julie Maucotel,
Hind Berrahmoune, Mouna ElI Mehdi, Saloua Cherifi, Alexandre Benani, Emmanuelle Nédélec,
Moise Coéffier, Jérbme Leprince, Anneli Nordgvist, Valéry Brunel, Pierre Déchelotte, Hervé
Lefebvre, Youssef Anouar, and Nicolas Chartrel

Article publié le 01 juillet 2019 dans Am J Physiol Endocrinol Metab

Le 26RFa est un neuropeptide qui a réecemment été décrit comme une nouvelle incrétine. En
effet, le 26RFa est sécrété par I’intestin et exerce une activité insulinotrope en activant
directement son récepteur, le GPR103, sur les cellules B pancréatiques. De plus, des injections
intra-péritonéales de 26RFa augmentent la sensibilité de I’insuline notamment en favorisant la
captation de glucose par le muscle squelettique et la captation d’acide gras par le tissu adipeux.
Alors qu’il est bien connu que 1’effet incrétine est fortement réduit en condition d’obésité
associée au diabéte, aucune étude n’a encore évalué le role du systéme 26RFa/GPR103 dans

ces conditions.

Nous avons dans un premier temps caractérisé 1’effet incrétine du 26RFa en utilisant un
antagoniste du GPR103 durant différents tests métaboliques. Puis, dans un second temps, nous
avons soumis des souris & un régime riche en graisses (High Fat Diet — HFD) afin d’évaluer les
effets du 26RFa dans les conditions d’obésité associée une hyperglycémie chronique au décours
de test métaboliques. De plus, I’effet insulinotropique du 26RFa a été évalué dans un modele

in vitro de cellules B pancréatiques soumises a des conditions de lipotoxicité.

Nous avons tout d’abord montré que 1’utilisation d’un antagoniste du GPR103 chez la souris
contrdle atténuait significativement 1’effet du 26RFa sur la sécrétion d’insuline et la sensibilité
a D’insuline. L’injection ip de 26RFa chez la souris HFD n’a pas d’effet sur la sécrétion
d’insuline induite par le glucose ainsi que sur la sensibilité a I’insuline au décours de différents
test métaboliques. Cette résistance au 26RFa est notamment associée a une diminution de

I’expression du GPR103 dans les organes cibles de I’insuline (muscle, tissu adipeux) ainsi que

65




Résultats Article 1

sur le pancréas. L’activité insulinotropique du 26RFa est également fortement atténuee dans les

cellules B exposée aux conditions de lipotoxicité

Cette étude a permis de confirmer que le 26RFa est fortement impliqué dans la régulation de
I’homéostasie du glucose. Il agit comme une incrétine en stimulant la sécrétion d’insuline apres
une charge orale en glucose. De plus, il augmente la sensibilité a I’insuline. En revanche, ces
effets sont drastiquement diminués en condition physiopathologique chez la souris HFD. Ces
résultats soutiennent I’hypothése que le systéeme 26RFa/GPR103 fait partie intégrante du
systeme gluco-régulateur et que le dysfonctionnement de ce systéme participe a la diminution

de I’effet incrétine global observé au cours du diabete.
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characterized the role of the 26RFa/GPR103 peptidergic system in the
global regulation of glucose homeostasis using a 26RFa receptor
antagonist and also assessed whether a dysfunction of the 26RFa/
GPR103 system occurs in obese hyperglycemic mice. First, we
demonstrate that administration of the GPR103 antagonist reduces the
global glucose-induced incretin effect and insulin sensitivity whereas,
conversely, administration of exogenous 26RFa attenuates glucose-
induced hyperglycemia. Using a mouse model of high-fat diet-in-
duced obesity and hyperglycemia, we found a loss of the antihyper-
glcemic effect and insulinotropic activity of 26RFa, accompanied with
a marked reduction of its insulin-sensitive effect. Interestingly, this
resistance to 26RFa is associated with a downregulation of the 26RFa
receptor in the pancreatic islets, and insulin target tissues. Finally, we
observed that the production and release kinetics of 26RFa after an
oral glucose challenge is profoundly altered in the high-fat mice.
Altogether, the present findings support the view that 26RFa is a key
regulator of glucose homeostasis whose activity is markedly altered
under obese/hyperglycemic conditions.
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INTRODUCTION

The neuropeptide 26RFa, also referred to as QRFP (for
pyroglutamilated RFamide peptide), is the latest member of the
RFamide peptide family discovered (5, 9, 16). 26RFa and its
N-extended form 43RFa were identified as the cognate ligands
of the human orphan G-protein-coupled receptor, GPR103 (6,
9, 16, 30). This peptidergic system is abundantly expressed in
the hypothalamus and is involved in the control of feeding
behavior (3-5, 30). Indeed, 26RFa (or 43RFa) stimulates food
intake (5, 20, 21, 30), and the neuropeptide exerts its orexi-
genic activity via a modulation of the neuropeptide Y (NPY)/
POMC network in the arcuate nucleus (20). These observations
have been recently confirmed by data obtained from 26RFa-
deficient mice showing that the knockout (KO) mice are lean
and hypophagic and that, under a high-fat (HF) diet, the 26RFa
KO mice show a lower weight gain than the wild-type animals
(22). In line with this, a more sustained orexigenic activity of
26RFa/43RFa has been reported in wild-type mice submitted to
an HF diet (21, 27). Moreover, the expression of prepro26RFa
mRNA is upregulated in the hypothalamus of genetically obese
ob/ob and db/db mice and rodents submitted to an HF diet (27,
30). Altogether, these findings support the notion that 26RFa
could play a role in the development and maintenance of the
obese status (7).

Accumulating evidence over the last decade supports the
role of neuropeptides controlling feeding behavior, such as
neuropeptide Y (NPY), orexins, ghrelin, corticotropin-releas-
ing factor, or apelin, in the peripheral regulation of glucose
homeostasis (14, 15, 23, 32, 33). This has led to the new
concept that hypothalamic neuropeptides may serve as a link
between energy and glucose homeostasis, and therefore, they
represent potential therapeutic targets for the treatment of
diabetes and obesity (28, 29). In this context, the potential role
of 26RFa in the control of glucose homeostasis was investi-
gated. It was found that 26RFa/43RFa and GPR103 are ex-
pressed in pancreatic islets, as well as in various insulin-
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secreting cell lines (11, 26) and that 26RFa and 43RFa prevent
cell death and apoptosis of B-cell lines and isolated human
pancreatic islets (11). It has been shown that 26RFa is abun-
dantly expressed by the gut and that intraperitoneal adminis-
tration of the neuropeptide attenuates glucose-induced hyper-
glycemia by increasing plasma insulin via a direct insulino-
tropic effect on the pancreatic 3 cells and also by increasing
insulin sensitivity (26). Furthermore, it was reported that an
oral glucose challenge induces a massive secretion of 26RFa
by the gut into the blood, strongly suggesting that this neuro-
peptide plays an important role in the regulation of glycemia by
acting as an incretin (26).

The incretin effect is known to be markedly reduced in
patients with diabetes (18), although most studies have re-
ported that levels of GLP-1 and gastric inhibitory polypeptide
(GIP) in response to oral glucose were similar in subjects with
and without diabetes (8, 13, 18). This incretin defect is notably
characterized by a decreased, albeit partially preserved, insuli-
notropic potency of GLP-1 and an almost complete loss of
insulin secretion to GIP (18). In this context, the objective of
the present study was twofold 7): to characterize further the
role of 26RFa/GPR103 peptidergic system in the global regu-
lation of glucose homeostasis (via an oral glucose tolerance
test) using a 26RFa receptor antagonist (namely 25¢) (10) and
2) to determine whether a dysfunction of the 26RFa/GPR103
system occurs in obese/hyperglycemic conditions.

MATERIAL AND METHODS

Animals. Male C57Bl/6 mice (Janvier Laboratory, Le Genest-
Saint-Isle, France), weighing 22-25 g, were housed at 5 animals per
cage, with free access to standard diet (U.A.R., Villemoisson-sur-
Orge, France) and tap water. They were kept in a ventilated room at
a temperature of 22 = 1°C under a 12-h light/12-h dark cycle (light on
between 0700 and 1900). All the experiments were carried out
between 0900 and 1800 in testing rooms adjacent to the animal rooms.
Animal manipulations were performed according to the European
Community Council Directive of November 24, 1986 (86:609: EEC)
and were conducted by authorized investigators.

HF model. Mice were submitted to a dietary challenge at 2 mo of
age by using a standard chow (U8200G10R; energy density: 2,830
kcal/kg; Scientific Animal Food & Engineering (SAFE), Augy,
France) or an HF diet (U8978; energy density: 5,283 kcal/kg; SAFE).
Experiments were performed after 3 mo of dietary challenge. Our
Institutional Animal Use and Care Committee (CENOMAX, Agree-
ment of the Ministry of Research no. 54) approved the experimental
procedures (agreement no. 11752).

Peptides and chemicals. Mouse 26RFa (ASGPLGTLAEELSSYS-
RRKGGFSFRF-NH,) was synthesized (0.1-mmol scale) by the solid
phase methodology on a Rink amide 4-methylbenzhydrylamine resin
(Biochem, Meudon, France) by using a 433A Applied Biosystems
peptide synthesizer and the standard fluorenylmethoxycarbonyl pro-
cedure. The synthetic peptide was purified by reversed-phase HPLC
on a 2.2 X 25-cm Vydac 218TP1022 C;s column (Alltech, Temple-
mars, France) by using a linear gradient (10%-50% over 50 min) of
acetonitrile/trifluoroacetic acid (99.9:0.1; vol/vol) at a flow rate of 10
ml/min. Analytical HPLC, performed on a Vydac 218TP54 Cig
column (0.46 X 25 cm), showed that the purity of the peptides was
greater than 99%. The identity of the synthetic peptide was confirmed
by mass spectrometry on a JEOL model AX-500 mass spectrometer.
The GPR103 antagonist 25e was synthesized as previously described
(10). Insulin and exenatide were purchased from Eli Lilly (Neuilly-
sur-Seine, France).

Blood glucose and insulin measurements in mice. For intraperito-
neal glucose tolerance test and glucose-stimulated insulin secretion
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assay, mice were fasted for 16 h with free access to water and then
injected intraperitoneally with glucose (1.5 g/kg) and 26RFa (500
wng/kg) or PBS solution. For measurements of basal glycemia, mice
were fed ad libitum and injected intraperitoneally with 26RFa (500
wng/kg) or PBS solution. Blood plasma glucose concentrations were
measured from tail vein samplings at various times using an Ac-
cuChek Performa glucometer (Roche Diagnostic, Saint-Egreve,
France). Plasma insulin concentrations were determined using an
Alphal.ISA insulin detection kit (ref AL204c, Perkin Elmer, Court-
abeuf, France). For insulin tolerance test, mice were fasted for 6 h and
injected intraperitoneally with 0.75 units/kg body wt of human insulin
(Eli Lilly, Neuilly-sur-Seine, France) and 26RFa (500 wg/kg) or the
GPR103 antagonist 25e (5 mg/kg) or PBS. For oral glucose tolerance
test, mice were fasted for 16 h before the test with free access to water
and injected intraperitoneally with the GPR103 antagonist 25e (5
mg/kg) or PBS 30 min before a 2 g/kg oral glucose load. For the
experiments with 26RFa, the peptide (500 g/kg) was injected (ip)
just before the glucose load. Blood plasma glucose and insulin
concentrations were measured from tail vein samplings at various
times, and plasma samples for 26RFa concentration measurements
were obtained from decapitation just before or 30 and 120 min after
the glucose challenge and then assayed for 26RFa.

Insulin secretion by the EndoC-BH]I cells. Human 3 cells (EndoC-
BH1), a kind gift from Dr. R. Scharfmann (INSERM U1016, Institut
Cochin, Paris, France), were grown in DMEM containing 2.8 mM
glucose and supplemented with 2% heat-inactivated fetal bovine
serum, 2-mercaptoethanol (50 pwM), nicotinamide (10 mM), selenite
sodium (6.7 ng/ml), transferin (5.5 pg/ml), penicillin (100 mg/1), and
streptomycin (100 mg/1) in a humidified atmosphere of 5% CO,-95%
air at 37°C. Concurrently, some wells containing the EndoC-BH]1cells
were incubated in the same medium containing a solution of palmitate
(10 mM, cat. no. P9767-5G, Sigma Aldrich) for 4 days. Before the
experiments, the culture medium was removed, and EndoC-BH]1 cells
(4.3 X 10° cells/well) were preincubated in a Krebs-Ringer bicarbon-
ate buffer containing 0.2% BSA and 2.8 mM glucose [low glucose
(LG)] for 1 h at 37°C (period P1) to evaluate basal insulin secretion.
The culture medium was then removed and replaced by the same
culture medium (LG) or a culture medium with 16.5 mM of glucose
[high glucose (HG)] added or not with 26RFa (107% M) and the
GLP-1 analog exenatide (5 1077 M) for 1 h (period P2). Insulin
secreted in the culture medium was measured using a commercial
ELISA kit (Mercodia Insulin ELISA, Uppsala, Sweden) and was
expressed as the ratio between secretion during the P2 period and
secretion during the P1 period.

Immunohistochemical procedure. Deparaffinized sections (15 pm
thick) of duodenum and pancreas of control or HF mice were used for
immunohistochemistry. Tissue sections were incubated for 1 h at
room temperature with rabbit polyclonal antibodies against 26RFa (3)
diluted 1:400 or GPR103 (no. NLS1922; Novus Biologicals, Little-
town, CO) diluted 1:100. The sections were incubated with a strepta-
vidin-biotin-peroxydase complex (Dako Corporation, Carpinteria,
CA), and the enzymatic activity was revealed with diaminobenzidine.
Some slices were then counterstained with hematoxylin. Observations
were made under a Nikon E 600 light microscope.

Quantitative PCR. Total RNA from the skeletal muscle, adipose
tissue, liver, and duodenum of HF and control mice, and from
EndoC-BHI cells was isolated as previously described (25). Relative
expression of the 26RFa, GPR103, GLP-1 receptor, GLUT-1, and
GLUT-2 genes was quantified by real-time PCR with appropriate
primers (Table 1). GAPDH or cyclophilin A were used as internal
controls for normalization. PCR was carried out using Gene Expres-
sion Master Mix 2X assay (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France)
in an ABI Prism 7900 HT Fast Real-time PCR System (Applied
Biosystems). The purity of the PCR products was assessed by disso-
ciation curves. The amount of target cDNA was calculated by the
comparative threshold (Ct) method and expressed by means of the
2-AACt method.
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Table 1. Sequence of the primers used for the gPCR experiments

E149

Forward Primer

Reverse Primer

Human GPR103 GAAAGGCACCAGGGACTTGT CCAGACCACACCTAGCATTGT
Human GLP-1 rec TGAGCATAGGCTGGGGTGTT CAGCCGGATAATGAGCCAGT
Human glut-1 TGGCATCAACGCTGTCTTCT AGCCAATGGTGGCATACACA
Human glut-2 CTAGTCAGGTGCATGTGCCA AGGGTCCCAGTGACCTTATCT
Mouse GPR103 GGACGAAGGGCACCATCTT CGTCACGATGCTCCAGAACA
Mouse 26RFa TCTGCCGTCCTTACCATCTCA TCTCAGGACTGTCCCAAAGGAG
Mouse GAPDH TCCGGACGCACCCTCAT CGGTTGACCTCCAGGAAATC
Human cyclophilin A ATGGCACTGGTGGCAAGTCC TTGCCATTCCTGGACCCAAA

26RFa radioimmunoassay. Quantification of 26RFa in plasma and
tissue samples was carried out using a specific radioimmunoassay set
up in the laboratory that has been previously described in detail (3).
For the radioimmunoassay procedure, each plasma sample was diluted
(1:1) in a solution of water/trifluoroacetic acid (99.9:0.1; vol/vol). The
duodenum fragments were immersed for 15 min in boiling 0.5 M
acetic acid, homogenized at 4°C using a glass potter homogenizer, and
centrifuged (6,000 g, 4°C, 30 min). Diluted plasma and supernatant
fluid of tissue extracts were pumped at a flow rate of 1.5 ml/min
through one Sep-Pak C,s cartridge. Bound material was eluted with
acetonitrile/water/trifluoroacetic acid (50:49.9:0.1; vol/vol/vol), and
acetonitrile was evaporated under reduced pressure. Finally, the dried
extracts were resuspended in 0.1 M PBS and assayed for 26RFa.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed with Statis-
tica (5th version). A student ¢-test or ANOVA for repeated measures
were used for comparisons between two groups. A post hoc compar-

ison using Tukey honestly significant difference (HSD) was applied
according to ANOVA results. Statistical significance was set up at
P < 0.05.

RESULTS

Consequence of blocking 26RFa action on glucose and
insulin tolerance in control mice. Administration of the 26RFa
receptor antagonist, 25e, 30 min before an oral glucose toler-
ance test resulted in a significant increase of the glycemia
between 30 and 60 min after the oral glucose challenge (Fig.
1A), as assessed by the calculation of the areas under the curve
(Fig. 1A, inset). Plasma insulin concentrations tended to be
slightly higher in animals that received the GPR103 antagonist
but without reaching the statistical significance (Fig. 1B).
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Fig. 1. Consequence of blocking 26RFa action on glucose and insulin tolerance in control mice. Intraperitoneal injection of the GPR103 antagonist 25e at a dose
of 5 mg/kg significantly increases the blood glucose level during an oral glucose tolerance test (A, inser). During the same test, plasma insulin concentrations
tend to be higher all along the test in animals that received the GPR103 antagonist (B), although statistical analysis does not reveal any significant difference
between treated and nontreated animals (B, inset). Administration of 25e during an insulin tolerance test significantly reduces insulin sensitivity from 15 to 90
min after the intraperitoneal injection of insulin (C). Intraperitoneal administration of 26RFa (500 pg/kg) reduces significantly the hyperglycemia induced by
a 2-g/kg oral glucose challenge (D) but without affecting plasma insulin levels (E). Calculation of the areas under the curves (insets). Data represent means * SE
of 3 independent experiments (n = 10—15/group). *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 vs. nontreated animals. ns, Not significant.
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Administration of 25e during an insulin tolerance test sig-
nificantly reduced insulin sensitivity from 15 to 90 min after
the intraperitoneal injection of insulin (P < 0.05-P < 0.001)
(Fig. 1C) as assessed with a statistical difference of the areas
under the curve of P = 0.07 between 25e-treated mice and
animals that did not receive the GPR103 antagonist (Fig. 1C,
inset).

Effect of a 26RFa injection on blood glucose and plasma
insulin levels following an oral glucose challenge. We com-
pleted the experiments using the 26RFa receptor antagonist,
by performing oral glucose tolerance tests with administra-
tion of exogenous 26RFa. In these experiments, the hyper-
glycemic effect induced by the glucose challenge was sig-
nificantly reduced by the intraperitoneal injection of 26RFa
(Fig. 1D) but without any significant alteration of plasma
insulin levels (Fig. 1E).

NEUROPEPTIDE 26RFa AND CHRONIC HYPERGLYCEMIA

Effect of 26RFa on basal glycemia, glucose-induced hyper-
glycemia, and insulin tolerance. The HF diet challenge in-
duced a significant (P < 0.001) weight gain right from the
first month of treatment (Fig. 2A4). After 3 mo, the HF mice
exhibited a weight of 43.00 = 0.65 g, whereas mice fed a
standard chow weighted 27.00 = 0.85 g (Fig. 24). Simi-
larly, plasma glucose was significantly increased (P < 0.01)
after 1 mo of HF diet (Fig. 2B). After 3 mo, the HF mice
exhibited a fasting glycemia of 2.11 * 0.06 g/l, whereas that
of the mice fed a standard chow at the same time was
1.16 £ 0.05 g/l (P < 0.001; Fig. 2B).

The impact of 26RFa was investigated on basal glycemia in
mice fed a standard chow and in HF mice. As illustrated in Fig.
2, C and D, intraperitoneal administration of 26RFa did not
affect significantly basal plasma glucose levels during the
90-min period of the test in the two diet conditions. By
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contrast, an intraperitoneal glucose tolerance test performed in
the two groups of mice revealed that 26RFa significantly
attenuated (P < 0.05) the hyperglycemia induced by an intra-
peritoneal glucose challenge in mice fed a standard chow
during the first 30 min of test, whereas this antihyperglycemic
effect of the neuropeptide was totally abolished in HF mice
(Fig. 2, E and F). Intraperitoneal injection of 26RFa also
significantly potentiated (P < 0.05) insulin-induced hypogly-
cemia during the 90 min following the insulin challenge in
mice fed a standard chow as illustrated by the quantification of
the areas under the curves (Fig. 3, A and C). By contrast, the
beneficial effect of 26RFa on insulin sensitivity was strongly
attenuated in HF mice (Fig. 3, B and C). Quantification of
GPR103 mRNA in insulin target tissues revealed a significant
decrease (P < 0.05) in the expression of the 26RFa receptor in
the muscle and the adipose tissue of HF mice (Fig. 3D). No
expression of GPR103 was detected in the liver of the two
groups of animals (Fig. 3D).

Consequence of blocking 26RFa action on glucose and
insulin tolerance in HF mice. Administration of the GPR103
antagonist 25e during an oral glucose tolerance test in HF mice
had no significant effect on plasma glucose and insulin
levels (Fig. 4, A and B) in contrast to what was observed in
mice fed a standard chow (Fig. 1, A and B). Intraperitoneal
injection of 25e had no significant impact on insulin sensi-
tivity during an insulin tolerance test in HF mice (Fig. 4C)
in contrast to the insulin-resistant effect of the GPR103
antagonist observed in mice fed a standard chow (Fig. 1C).
In addition, administration of 26RFa had no effect on the
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hyperglycemia induced by the oral glucose load (Fig. 4D) or
on plasma insulin levels (Fig. 4F).

Effect of 26RFa on insulin production. The effect of 26RFa
on insulin production was investigated in vivo and in vitro. An
acute glucose-stimulated insulin secretion test showed that
injection of 26RFa significantly stimulated glucose-induced
insulin production in mice fed a standard chow (P < 0.05; Fig.
5A), whereas this insulinotropic effect of the neuropeptide was
totally abolished in HF mice (Fig. 5B). Concurrently, the
impact of 26RFa on insulin secretion by pancreatic 3 cells was
examined using the human insulin-secreting cell line, EndoC-
BH1, that were treated with palmitate to mimic conditions of
lipotoxicity. As illustrated in Fig. 5C, addition of 26RFa in the
culture medium significantly stimulated insulin secretion by
untreated EndoC-BH1 cells incubated in LG (P < 0.05) or HG
(P < 0.01) conditions. The GLP-1 analog, exenatide, used as
a positive control, also significantly stimulated insulin secre-
tion (P < 0.01) by the untreated EndoC-BH1 cells (Fig. 5C).
Conversely, when the cells were treated for 96 h with palmi-
tate, the insulinotropic effect of 26RFa was totally abolished
whatever the glucose concentration in the culture medium (Fig.
5D). By contrast, exenatide still significantly stimulated
insulin secretion by palmitate-treated cells (P < 0.01, Fig.
5D). Comparison of insulin secretion between naive and
palmitate-treated EndoC-BHI1 cells revealed that in non-
stimulated conditions, basal insulin release was not affected
in palmitate-treated cells (Fig. 5E). By contrast, under
stimulatory conditions (26RFa or exenatide), insulin secretion
was dramatically altered in palmitate-treated cells compared

High fat mice

Fig. 3. Effect of 26RFa on insulin tolerance.
Intraperitoneal administration of 26RFa (500
ng/kg) during an insulin tolerance test sig-
nificantly potentiates insulin-induced hypo-
glycemia during the 90 min following the
insulin load (0.75 units’kg) in mice fed a
standard chow (A) as illustrated by the quan-
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Fig. 4. Consequence of blocking 26RFa action on glucose and insulin tolerance in HF mice. Administration of the GPR103 antagonist 25e (5 mg/kg) during an
oral glucose tolerance test in HF mice has no significant effect on plasma glucose (A) and insulin levels (C), as assessed by the calculation of the areas under
the curves (insets). Similarly, intraperitoneal injection of 25e does not alter insulin sensitivity during an insulin tolerance test in HF mice (C). Intraperitoneal
administration of 26RFa (500 wg/kg) has no significant effect on the hyperglycemia induced by an oral glucose challenge in HF mice (2 g/kg) (D), nor on plasma
insulin levels (E). Calculation of the areas under the curves (insets). Data represent means = SE of 3 independent experiments (n = 10—12/group). HF, high fat.

with native cells (Fig. 5E). Finally, expression of GLUT-1,
GLUT-2, the GLP-1 receptor, and GPR103 was evaluated in
native and palmitate-treated EndoC-BH1 cells (Fig. 5F).
GLUT-1 and the GLP-1 receptor mRNA levels were not
altered by the lipotoxic treatment of the cells (Fig. 5F). By
contrast, expression of GLUT-2 was significantly decreased
(P < 0.05) in palmitate-treated cells and that of GPR103 was
also lowered (P = 0.06; Fig. 5SF). Consistent with this latter
observation, immunohistochemical observation of pancreas of
mice fed a standard chow and HF mice revealed a decrease in
the intensity of the GPR103 labeling in the pancreatic islets of
HF mice (Fig. 5, G and H).

Effect of the HF diet on gut 26RFa production. We first
investigated the expression and distribution of 26RFa in the
duodenum of HF mice and mice fed a standard chow using a
quantitative PCR approach combined with immunohistochem-
istry (Fig. 6, A and B). The expression of 26RFa was signifi-
cantly lowered (P < 0.01) in the duodenum of HF mice as
compared with mice fed a standard chow (Fig. 6A4). In agree-
ment with this finding, the immunohistochemistry revealed an
important decrease in the number of enterocytes immuno-
stained with the 26RFa antibody in the duodenum of HF mice
(Fig. 6B).

The impact of a 2 g/kg oral glucose load on plasma
glucose, insulin, and 26RFa and on 26RFa content in the
duodenum was investigated in HF mice and mice fed a

standard chow (Fig. 6, C—G). In mice fed a standard chow,
the oral glucose challenge induced an important increase of
the glycemia at 30 min, followed by a decrease at 120 min
(Fig. 6C). The HF mice exhibited a similar glycemic profile
although plasma glucose levels were significantly higher all
along the test (P < 0.05-0.01; Fig. 6C). Measurement of
plasma insulin during the oral glucose tolerance test indi-
cated that insulinemia was always higher in HF mice com-
pared with mice fed a standard chow, as assessed by the
point-by-point statistical analysis (P < 0.05-0.001) and the
measurement of the area under the curve (P < 0.01) (Fig.
6D). Plasma 26RFa profile in mice fed a standard chow was
very similar to that observed for glycemia and insulinemia,
with an increase of plasma 26RFa levels observed at 30 min
followed by a decrease at 120 min (Fig. 6E). In HF mice,
plasma 26RFa concentration was similar to that of mice fed
a standard chow during the first 30 min of the test, but the
obese/hyperglycemic mice exhibited a dramatic rise in
plasma 26RFa levels at 120 min (P < 0.05) that was not
observed in mice fed a standard chow (Fig. 6F), as under-
lined by the significant difference of the areas under the
curves (Fig. 6F). Quantification of 26RFa content in the
duodenum showed a significant decrease (P < 0.01) of
the neuropeptide production in HF mice under basal condition
(at time zero) (Fig. 6G). During the oral glucose tolerance test,
26RFa content in the duodenum exhibited a profile closely
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Fig. 5. Effect of 26RFa on insulin produc-
tion. 26RFa (500 pg/kg) stimulates signifi-
cantly glucose-induced insulin production
during an acute glucose (1.5 g/kg)-stimu-
lated insulin secretion test in mice fed a
standard chow (A), whereas injection of the
neuropeptide has no effect on plasma insulin
in HF mice (B). Data represent means = SE
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related to that of plasma 26RFa in the two groups of mice with,
in particular, a highly significant rise of duodenal 26RFa
production (P < 0.001) 120 min after the oral glucose chal-
lenge in HF mice (Fig. 6G).

DISCUSSION

In the first part of the present study, we took advantage of
the first disclosed GPR103 antagonist (10) that can be used
as an in vivo tool to decipher the role of 26RFa in glucose
homeostasis. We have previously demonstrated that 26RFa
could be considered as a novel incretin (26). This conclusion
was based on experiments carried out by our team showing
that 26RFa is secreted by the gut in response to an oral
glucose load and that the neuropeptide stimulates insulin
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secretion from pancreatic B cells, leading to an antihyper-
glycemic effect (26). However, without a specific antagonist
molecule, it is difficult to isolate the proper role of 26RFa on
the glycemic status from the well-known effects of the other
incretins such as GLP-1 and GIP during an oral glucose
challenge, which is recognized as the gold standard test to
assess the effects of incretin hormones. Here, we further
characterized the role of 26RFa in the global regulation of
glucose homeostasis using a GPR103 antagonist with Dys-
trophia Myotonica Protein Kinase properties suitable for in
vivo experiments, namely 25e (10). In our set of experi-
ments, administration of 25e induced a robust hyperglyce-
mic effect during an oral glucose load in mice fed a standard
chow. We also found that administration of the 26RFa
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Fig. 6. Effect of the high-fat diet on gut 26RFa production. Expression and distribution of 26RFa in the duodenum of control and HF mice. Expression of 26RFa
mRNA in the duodenum was determined by quantitative polymerase chain reaction and adjusted to the signal intensity of GAPDH, and its distribution was
determined by immunohistochemistry. The expression of 26RFa is significantly lower in the duodenum of HF mice compared with mice fed a standard chow
(A). In agreement with this finding, the immunohistochemistry reveals an important decrease in the number of enterocytes immunostained with the 26RFa
antibody in the duodenum of HF mice in comparison to duodenal slices of mice fed a standard chow (B). Scale bars: 50 wm. Impact of a 2-g oral glucose load
on plasma glucose, insulin and 26RFa, and on 26RFa content in the duodenum of HF mice and mice fed a standard chow. During an oral glucose challenge,
the HF mice exhibit a similar glycemic profile to that of mice fed a standard show, although their plasma glucose levels are significantly higher all along the
test (C). Measurement of plasma insulin during the same test reveals that insulinemia is always higher in HF mice as compared with mice fed a standard chow,
as assessed by the point by point statistical analysis and the calculation of the areas under the curves (D). In HF mice, plasma 26RFa concentration is similar
to that of mice fed a standard chow during the first 30 min of the test, but the obese/diabetic mice exhibit a dramatic rise in plasma 26RFa levels at 120
min that is not observed in mice fed a standard chow (E), as underlined by the significant difference of the areas under the curves (F). Quantification of
26RFa concentration in the duodenum reveals lower duodenal 26RFa content in HF mice under basal condition (G). During the oral glucose tolerance
test, 26RFa content in the duodenum exhibits a profile closely related to that of plasma 26RFa in mice fed a standard chow as well as in HF mice with,
in particular, a significant rise of duodenal 26RFa production 30 and 120 min after the oral glucose challenge in obese/diabetic animals (G). Data represent
means = SE of 5 independent experiments (n = 18-20/group). *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 vs. mice fed a standard chow. §P < 0.05; §§P <
0.01 vs. TO min. AUC, area under the curve; HF, high fat.

receptor antagonist significantly reduces insulin sensitivity,
confirming that one mechanism of action of the 26RFa/
GPR103 system to control glucose homeostasis is to in-
crease insulin sensitivity in addition to its incretin activity
(26). There was a tendency for 25e to increase plasma
insulin levels during a glucose challenge. We hypothesize
that this may reflect the occurrence of a compensatory
mechanism to counteract the insulin-resistant effect of the

GPR103 antagonist. However, this increase of insulin se-
cretion is not sufficient to maintain normoglycemia, sug-
gesting that blockade of 26RFa action also alters the insulin-
secreting capacity of the pancreatic islets. Conversely, we
show that exogenous administration of 26RFa during an oral
glucose load significantly reduces the hyperglycemia with-
out any significant alteration of the plasma insulin levels. In
this experiment, it is important to note that, in fact, we have
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analyzed the effects of both exogenous and endogenous
26RFa. Thus, it seems that exogenous administration of
26RFa could potentiate the antihyperglycemic effect already
induced by endogenous 26RFa production. We may specu-
late that the decrease of the glycemia induced by exogenous
26RFa is rather linked to an alteration of the insulin sensi-
tivity than insulin secretion because no modification of
plasma insulin levels was observed. Together, these findings
confirm our previous data (26) and support the view that the
26RFa/GPR103 system plays a crucial role to sustain nor-
moglycemia in stimulatory conditions.

The second objective of the present study was to investigate
whether an obese/chronic hyperglycemic status is associated
with a dysfunction of the 26RFa/GPR103 system. For this
purpose, we submitted mice to an HF diet for a period of 3 mo.
Measurement of weight and glycemia revealed that the HF
mice were actually obese and intolerant to glucose. 26RFa did
not affect basal plasma glucose levels either in the HF mice or
in control animals. This observation is consistent with the
incretin status of the neuropeptide previously reported (26). By
contrast, we found that the antihyperglycemic effect of 26RFa
observed during a glucose tolerance test in control mice was
lost in HF mice. We previously showed that the antihypergly-
cemic effect of 26RFa was the result of both increased insulin
sensitivity in target tissues and a direct stimulation of insulin
production by the pancreatic 3 cells (26). Here, we show that
during an insulin tolerance test, the beneficial effect of 26RFa
on insulin sensitivity is significantly attenuated. This was
probably because the expression of GPR103 mRNA was
downregulated in muscle and adipose tissues of HF mice
compared with controls.

In the in vivo experiments, we found that the stimulatory
effect of 26RFa on insulin production was totally lost in the HF
mice. We have previously shown that 26RFa exerts a direct
insulinotropic effect on pancreatic (3 cells via activation of
GPR103 (26). In this study, we used a human {3 pancreatic cell
line that expresses GPR103 (i.e., EndoC-BHIcells) to explore
further the direct effects of 26RFa on insulin secretion. We
show that 26RFa robustly stimulates insulin release by these
cells. Treatment of the EndoC-BH1cells with palmitate, which
mimics conditions of lipotoxicity observed in diabetes, totally
abolished the insulinotropic effect of 26RFa. By contrast, the
GLP-1 analog, exenatide, was still able to stimulate insulin
release (albeit with a reduced potency) under the same lipo-
toxic conditions. This latter observation is in agreement with
previous studies showing a reduction of GLP-1-induced insulin
secretion under conditions of lipo- and glucotoxicity induced
by an HF diet (12). Finally, we show that the expression of the
26RFa receptor is lowered in the EndoC-BH]lcells cultured in
lipotoxic conditions as well as in the pancreatic islets of HF
mice, suggesting that this decreased expression of GPR103 in
3 cells is responsible, at least in part, for the loss of the
insulinotropic effect of 26RFa in obese/hyperglycemic condi-
tions. In accordance with these findings, a loss of GIP insuli-
notropic effect has also been reported in type 2 diabetes (13,
19), and downregulation of the GIP receptor has been proposed
as one of the mechanisms underlying the lack of GIP activity
in patients with type 2 diabetes (1, 17, 24). Similarly, a
downregulation of the GLP-1 receptor has been described in
pancreatic 3 cells under diabetic conditions that may underlie
the reduced incretin effect of GLP-1 in diabetes (17). However,
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some studies suggest that the loss or altered incretin effect in
type 2 diabetes is a consequence of the diabetic state and not a
primary event and that the incretin defect is mainly a conse-
quence of general B-cell dysfunction (8, 13, 17, 18). Together,
these observations support the idea that the altered insulino-
tropic activity of the incretins in diabetes is probably the result
of a downregulation of their receptor expression in [3-cells asso-
ciated with a dysfunction of insulin synthesis and production.

We have previously found that the enterocytes of the duo-
denum are the main source of peripheral 26RFa and that its
release to the general circulation is increased after an oral
glucose challenge (26). Here, we show that after an overnight
fasting, the expression and production of 26RFa in the duode-
num is significantly decreased in HF mice. This finding,
together with the low expression of the 26RFa receptor in
insulin target tissues in HF mice, suggests that the 26RFa/
GPR103 peptidergic system is markedly altered under obese/
chronic hyperglycemic conditions. However, we concurrently
show that under stimulatory conditions (an oral glucose load),
the duodenum of HF mice keeps its ability to produce and
secrete large amounts of 26RFa in the general circulation and
is even overstimulated as compared with control mice. Indeed,
in HF mice, plasma 26RFa levels still increase 2 h after the oral
glucose load whereas in mice fed a standard chow, they return
to basal values as previously reported (26). Interestingly, this
plasma 26RFa profile during the oral glucose tolerance test in
HF animals follows that of duodenal 26RFa production sug-
gesting that the duodenum is the main source of circulating
26RFa. In addition, these high plasma 26RFa levels 2 h after
glucose ingestion might reflect the occurrence of a mechanism
of action involving 26RFa production by the gut, aiming at
decreasing glycemia. In this context, it would be interesting to
investigate whether insulin, whose plasma levels also remain
high 2 h after the oral glucose challenge in HF mice, could
regulate 26RFa production by the gut as the hormone has
already been reported to be able to regulate glucose intestinal
absorption, in addition to its peripheral effects (31). It is
noteworthy that this discrepancy in the plasma 26RFa profile
during an oral glucose tolerance test between normal and
chronic hyperglycemic conditions is not found for GLP-1 and
GIP (2) and thus seems to be a specificity of 26RFa that
deserves further investigation.

Finally, we show that administration of the 26RFa receptor
antagonist 25e or 26RFa in obese/hyperglycemic mice has no
effect on the glycemic response during an oral glucose toler-
ance test or an insulin tolerance test, nor an insulin secretion
during an acute glucose-stimulation insulin secretion test. This
observation is in agreement with the blunted 26RFa response
we have observed in HF mice and can be linked to the
decreased expression of GPR103 in insulin target tissues and in
B pancreatic cells of the HF mice.

In conclusion, we have confirmed, using a 26RFa receptor
antagonist, that the neuropeptide 26RFa is a key regulator of
glucose homeostasis by acting as an incretin and improving
insulin tolerance. Our data also reveal a loss of the incretin and
insulin-sensitive effect of 26RFa in obese/chronic hyperglyce-
mic conditions that is associated with a downregulation of its
receptor. Together, these observations strongly suggest that dys-
functions of the 26RFa/GPR103 system participate in the general
reduced incretin effect and insulin intolerance observed in diabe-
tes.
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Résultats Souris 26RFa’" soumises au régime HFD

Etude de Peffet de I’invalidation du 26RFa sur le phénotype obése et diabétique

Le 26RFa est un neuropeptide qui possede une activité de type incrétine. Ce peptide peut agir
Le 26RFa est un neuropeptide qui possede une activité de type incrétine. Ce peptide peut agir
directement sur le pancréas afin de stimuler la sécrétion d’insuline lui permettant d’exercer un
effet anti-hyperglycémiant. Chez la souris obése et hyperglycémique, I’effet anti-
hyperglycémiant du 26RFa périphérique est totalement perdu. La mise en place d’un mod¢le
transgénique de souris déficientes pour le 26RFa, a permis a notre équipe de montrer que
I’absence de 26RFa induit une diminution de la sécrétion d’insuline par les cellules 3. Les souris
26RFa’ sont alors Iégérement plus intolérantes au glucose bien que leur glycémie a jeun ne soit

pas modifiée.

Dans ce contexte, nous avons soumis des souris 26RFa’ & un régime riche en graisses afin
d’évaluer I’impact de I’absence de 26RFa sur le phénotype obese et hyperglycémique des
animaux. Pour cela, nous avons donc exposé des souris 26RFa*’* ; 26RFa*" et 26RFa™ & un
régime HFD durant 12 semaines au cours desquelles nous avons mesuré le poids corporel, la
glycémie a jeun ainsi que I’insulinémie des souris. Enfin, a ’issue de ces 3 mois de régime,
nous avons évalué le profil glycémique de ces animaux au cours de différents tests

métaboliques.

Les résultats de cette étude montrent que 1’absence de 26RFa n’influence ni la prise de poids,
ni ’hyperglycémie, pas plus que I’hyperinsulinémie induite par le régime HFD. De méme, la
tolérance au glucose et a 1’insuline évaluées lors des tests métaboliques ne sont pas modifiées
chez les souris 26RFa’. Cependant, dans ce modéle transgénique constitutif, ’absence de
26RFa depuis les premiers stades développementaux pourrait déclencher des phénomenes
compensatoires liés a la suractivation d’autres systémes régulateurs de 1’homéostasie

glucidique.
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1. Introduction et Objectif

Le neuropeptide 26RFa, découvert en 2003 a dans un premier temps été identifié comme
impliqué dans la régulation du comportement alimentaire. 1l a ainsi pu étre mis en évidence que
ce peptide, de par son action sur les neurones a NPY du noyau arché, exerce un effet orexigéne
puissant (Chartrel et al., 2003; Lectez et al., 2009). Plus réecemment, des travaux de notre equipe nous
ont permis de mettre en évidence que le neuropeptide 26RFa participait activement a la
régulation de I’homéostasie glucidique en proposant ce peptide comme une nouvelle incrétine.
En effet, le 26RFa sécréte par le duodénum, en réponse a une charge orale en glucose, active
directement son récepteur le GPR103 présent sur les cellules f pancréatiques afin de stimuler
la sécrétion d’insuline. De plus, I’injection périphérique de 26RFa améliore la tolérance au

glucose ainsi que la tolérance a I’insuline (Prévost et al., 2015).

Chez les souris rendues obeéses et diabétiques par un régime riche en graisses (modele High Fat
Diet -HFD), la diminution de I’expression du GPR103 dans le pancréas et dans les tissus cibles
de I’insuline entraine une perte de I’effet anti-hyperglycémiant du 26RFa. Dans ces conditions,
le 26RFa n’est plus capable de stimuler la sécrétion de d’insuline par le pancréas en condition

d’hyperglycémie (Prévost et al., 2019).

Enfin, tres recemment, une étude nous a permis de caractériser le phénotype glycémique des
souris déficientes pour le 26RFa (EI-Mehdi et al., 2020). Cette étude réalisée chez des souris males
soumises & un régime standard révéle que les souris 26RFa”’ ne présentent pas de modification
ni du poids corporel ni de la composition corporelle. De plus, dans ce modéle, 1’absence du
peptide orexigéne 26RFa n’entraine pas de modifications du comportement alimentaire chez
les souris 26RFa’". L analyse du profil glycémique de ces souris révéle que 1’absence de 26RFa
ne modifie par la glycémie a jeun des animaux mais entraine une diminution de leur insulinémie
a jeun. Bien que la sensibilité a I’insuline ne soit pas altérée dans ce mod¢le, les souris 26RFa”
" sont 1égérement plus intolérantes au glucose et présentent une diminution de la sécrétion
d’insuline induite par 1’hyperglycémie (GSIS). Enfin, 1I’é¢tude histo-morphométrique du
pancréas a montré que les souris déficientes pour le 26RFa présentent une diminution de la
production d’insuline par les cellules B. En revanche, le nombre de ces derniéres est augmenté
comparativement aux souris sauvages, I’ensemble de ces anomalies suggere un possible
mécanisme compensatoire permettant de pallier le défaut de sécrétion d’insuline et qui in fine

permet de maintenir une glycémie normale.
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L’objectif de cette étude est donc de déterminer 1’impact de 1’absence constitutive de 26RFa
dans un contexte physiopathologique. Nous avons donc soumis des souris KO pour le 26RFa
et des souris sauvages a un régime HFD pendant 12 semaines afin d’induire un phénotype obése
et hyperglycémique chronique chez les animaux. Nous avons ensuite évalué dans ce modele si
I’absence de 26RFa pouvait impacter la prise de poids, la glycémie et I’insulinémie de base des

souris mais aussi sur leur métabolisme glycémique durant différents tests métaboliques.

2. Matériels et méthodes

Les souris 26RFa’ ont été obtenues du Pr. Sakurai de I’International Institute for Integrative
Sleep Medicine, Tsukuba, Ibaraki, Japon. Briévement, ces souris ont été obtenues par
recombinaison homologue dans des cellules souches embryonnaires 129ScJ. La région codante
pour le prépro26RFa de 1’exon 2 a été remplacée par le géne de la iCre recombinase associé a
la cassette PGK-gb2Neo qui code pour un géne de résistance a la Kanamycine sous le promoteur
de la phospho-glucokinase (PGK) Figure 34. Ces cellules souches ont ensuite été implantées
dans des blastocytes de souris C57BL/6J.

Des souris males de 8 semaines 26RFa**, 26RFa *"- et 26RFa’ (n=7,8,8 respectivement) ont
été soumises a un régime HFD durant 12 semaines (U8978 ; SAFE) avec libre acces a I’eau et
a I’alimentation. Les souris ont été stabulée 3-5/cages dans une piece ventilée a 22°C + 1°C
avec 12h de jour et 12h de nuit (7 : 00 et 19 : 00). Les souris ont été habituées avant les
experiences par des expérimentateurs habilités et les expériences ont été réalisées durant la
phase diurne. Durant toute la durée du régime, le poids corporel, la glycémie ainsi que

I’insulinémie ont été suivis chagque semaine.

Les tests métaboliques ont été effectués apres 6 heures de jetine avec libre acces a I’eau. Les
tests de tolérance au glucose comportaient une injection de glucose (Glucose 30%, 2 g/kg) par

voie orale (OGTT) ou intra-péritonéale (ipGTT). Les tests de tolérance a I’insuline ont été
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Figure 34. Stratégie d’invalidation du 26RFa chez la souris

Le gene de la cré-recombinase ainsi que la cassette PGK-gh2Neo, qui code pour un géene de résistance a la Kanamycine
sous le promoteur de la phospho-glucokinase (PGK), a été insérée par recombinaison homologue dans I'exon 2 du
géne du 26RFa permettant ainsi d’obtenir des souris déficientes pour le 26RFa.

Fibcd: fibrinogen C domain containing 1; Abl1: Proto-Oncogene 1
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effectués par I’injection intra-péritonéale d’insuline (Umuline rapide, Eli Lilly, Neuilly-Sur-

Seine, France) a raison de 0.75 U/Kkg.

Au cours de ces tests métaboliques, la glycémie a été mesurée a intervalles réguliers par
prélevements de sang a la veine caudale en utilisant des lecteurs de glycémie AccuCheck
Performa (Roche diagnostic, Saint-Egréve, France) ou Xpress 2 (Nova biomédicale, Les Ulis,
France). L’insulinémie a été mesurée par un prélevement de sang a la veine caudale en utilisant

un kit de dosage ultrasensible AlphaLISA provenant de Perkin Elmer.

3. Résultats et discussion

Durant les 12 semaines de régime HFD nous avons suivi le poids corporel, la glycémie ainsi
que I’insulinémie a jeun des animaux. Les résultats montrent que les souris déficientes pour le
26RFa ne présentent pas de modification significative ni de leur poids corporel (J90 : 26RFa*'* :
48,1+0,59Vvs 26RFa*" :46,4+1,1gvs 26RFa’ : 46,1 + 1,1 g) Figure 35A ni de leur glycémie
a jeun (J90 : 26RFa** : 2,1 + 0,2 g/L vs 26RFa*": 2,0 £ 0,1 g/L vs 26RFa’ : 1,9 + 0,1 g/L)
Figure 35B, ni de leur insulinémie & jeun (J90 : 26RFa*"* : 64,75 + 11,00 pUI/ml vs 26RFa*" :
71,67 = 8,57 pUl/ml vs 26RFa’ : 70,79 + 10,39 pUl/ml), I’ensemble des animaux présente

quel gue soit leur génotype un hyperinsulinisme a partir de 60 jours de régime Figure 35C.

A T’issue des 12 semaines de régime nécessaire a ’apparition d’un phénotype obese et
hyperglycéemique comme obtenu précédemment, le profil métabolique de tous les animaux a
été évalué. Les résultats montrent que les souris déficientes pour le 26RFa ne présentent pas de
modification de la tolérance au glucose qu’elle soit mesurée apres une injection intrapéritonéale
de glucose ou apres une charge orale en glucose Figure 36A, B respectivement. Les souris ne
présentent pas non plus de modification de la tolérance a I’insuline Figure 36C. Enfin, nous
n’avons pas observé de modification de la sécrétion d’insuline induite par ’hyperglycémie quel

que soit le génotype des animaux testés Figure 37A,B.

L’ensemble de ces résultats montre donc que 1’absence de 26RFa ne semble ni aggraver, ni
améliorer le phénotype des souris soumises a un régime HFD. Contrairement aux précédents
résultats obtenus chez la souris soumise a un régime standard, les souris déficientes pour le
26RFa ne sont pas plus intolérantes au glucose que les souris 26RFa*"* et/ou 26RFa*". De plus,

I’hyperinsulinisme observé a partir de 60 jours de régime est cohérent avec le phénotype obese
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et hyperglycémique des souris mais il n’est pas aggravé lorsque le systéme 26RFa est absent.
Ces résultats sont donc en concordance avec les résultats que nous avons précédemment
obtenus. En effet, dans le modele de souris soumises a un régime HFD, le systéeme
26RFa/GPR103 est défaillant. Dans ces conditions, le 26RFa n’est plus capable de stimuler la
sécrétion d’insuline probablement par une diminution de la production du GPR103 dans les
ilots pancréatiques. Ainsi, il est possible de concevoir que la délétion d’un systeme déja
défaillant chez la souris obeése et diabétique n’induise pas d’altérations notables de
I’homéostasie du glucose. Cependant, comme nous 1’avons vu, la régulation de I’homéostasie
énergétique est un mécanisme complexe qui met en jeu de nombreux organes et systemes
régulateurs. 1l est donc également envisageable que dans ce modéle transgénique constitutif,

I’absence de 26RFa soit compensée par une suractivation d’autres systéme peptidergiques.
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Article 2 : L’administration icv aigué de 26RFa contrairement a I’administration
chronique améliore I’homéostasie du glucose chez la souris obése et diabétique

Marie-Anne Le Solliec, Arnaud Arabo, Saloua Takhlidjt, Julie Maucotel, Mélodie Devere, Julien
Riancho, Hind Berrahmoune Jean-Luc do Rego, Jean-Claude do Rego, Alexandre Bénani,
Emmanuelle Nedelec, Benjamin Lefranc, Jérdbme Leprince, Youssef Anouar, Marie Picot, Nicolas
Chartrel, Gaétan Prévost

Article soumis dans Neuroendocrinologie

Le neuropeptide 26RFa ainsi que son récepteur GPR103 sont impliqués dans la régulation de
la glycémie. D’une part, le 26RFa agit comme une incrétine et d’autre part il augmente la
sensibilité a I’insuline en favorisant la captation de glucose et des acides gras dans le muscle et
le tissu adipeux respectivement. Cependant, cet effet anti-hyperglycémiant du 26RFa
périphérique est totalement suspendu chez la souris obeése et diabétique en raison d’une
diminution de I’expression du GPR103 dans le pancréas, le muscle et le tissu adipeux. Par
ailleurs, il a récemment été montré que des injections icv de 26RFa diminuent fortement
I’hyperglycémie induite par une charge en glucose et que cet effet est médié par une
augmentation de la sécrétion d’insuline. Aujourd’hui, les effets centraux du 26RFa chez la

souris obése et diabétique demeurent inexplorés.

Dans ce contexte nous avons tout d’abord déterminé les effets d’une injection icv aigué de
26RFa chez la souris HFD. Pour ce faire, nous avons utilisé des souris C57BI1/6J que nous avons
soumis a un régime riche en graisses (High Fat Diet — HFD) durant 4 mois. Ces souris ont recu
une dose unique de 3 g de 26RFa au décours de différents test métaboliques. Puis, nous avons
évalué I’impact du régime HFD sur I’expression hypothalamique du 26RFa et du GPR103 chez
la souris soumise au régime durant 30,60 et 120 jours. Enfin, nous avons déterminé I’effet d’une
infusion icv chronique de 26RFa sur le phénotype obése et hyperglycémique des souris HFD
en utilisant des pompes osmotiques. Durant les 4 semaines de traitement, nous avons mesuré
I’effet du 26RFa sur la prise alimentaire, le poids corporel, la glycémie, I’insulinémie. A la fin
du protocole expérimentale nous avons étudié 1’effet du traitement chronique de 26RFa sur la

tolérance au glucose et a I’insuline.
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Premiérement, 1’administration icv aigué de 26RFa chez la souris HFD induit un effet anti-
hyperglycémiant lié a une augmentation de la sécrétion d’insuline. Deuxiémement, le régime
HFD n’influence pas significativement 1’expression hypothalamique du 26RFa et du GPR103.
Enfin, le traitement chronique icv de 26RFa induit une augmentation significative du poids
corporel liée a une augmentation de la prise alimentaire. Les tests métaboliques realisés en fin
de protocole ne révélent aucune modification significative de la tolérance au glucose et de la

sécrétion d’insuline chez les souris traitées.

Cette étude montre que I’effet insulinotropique du 26RFa central est conservé chez les souris
HFD. En revanche, ’administration centrale chronique de 26RFa ne permet pas d’améliorer le
phénotype obese et hyperglycémique des souris HFD ce qui suggére que le 26RFa pourrait

intervenir principalement dans la régulation a court terme de la glycémie.
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Abstract

Introduction: The aim of the study is to investigate whether acute or chronic central
administration of the hypothalamic neuropeptide 26RFa may ameliorate the glycemic control
of obese/diabetic mice. Methods: mice were treated for 4 months with a high fat diet (HF) and
received a single i.c.v. injection of 26RFa (3 pg) or a chronic i.c.v. administration of the peptide
during 28 days via osmotic minipumps (25 pg/day). i.p. and oral glucose tolerance tests, insulin
tolerance test, glucose-stimulated insulin secretion, food/water intake, horizontal/vertical
activity, energy expenditure, meal pattern and whole body composition were monitored. In
addition, 26RFa and GPR103 mRNA expression as well as plasma 26RFa levels were evaluated
by RT-QPCR and radioimmunoassay. Results: Acute administration of 26RFa in HF mice
induced a robust anti-hyperglycemic effect by enhancing insulin secretion whereas chronic
administration of the neuropeptide is unable to improve glucose homeostasis in these
obese/diabetogenic conditions. By contrast, chronic 26RFa treatment induced an increase of the
body weight accompanied with an enhanced food intake and a decreased energy expenditure.
Finally, we show that the HF diet does not alter the hypothalamic expression of the
26RFa/GPR103 neuropeptidergic system nor the levels of circulating 26RFa. Conclusion: Our
data indicate that the central beneficial effect of 26RFa on glucose homeostasis, by potentiating
glucose-stimulated insulin secretion, is preserved in HF mice. However, chronic administration
of the neuropeptide is unable to balance glycemia in these pathophysiological conditions,
suggesting that the hypothalamic 26RFa/GPR 103 neuropeptidergic system mainly affects short

term regulation of glucose metabolism.
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Introduction

Accumulated studies during the last decade provided the evidence that glucose homeostasis
is driven by a complex interplay between the pancreatic islets and the brain [1, 2]. This concept
is illustrated, for instance, by the fact that the pancreatic islets are richly innervated by both
sympathetic and parasympathetic fibers, with the former capable of powerfully inhibiting
glucose-stimulated insulin secretion and the latter having the opposite effect [3, 4]. The crucial
role of the brain in the control of glucose metabolism is supported by the observations that the
nuclei of the hypothalamus i.e.; the arcuate nucleus (Arc), the paraventricular nucleus (PVN),
the ventromedial hypothalamic nucleus (VMN) and the lateral hypothalamic area (LH), all
contain specific glucose-sensing neuronal populations that have a key role in initiating the
glucose counter-regulatory response to hypo or hyperglycemia [3, 5]. Indeed, photoactivation
of VMN SF1 neurons induces a diabetogenic-like effect characterized by hyperglycemia and
glucose intolerance partially mediated by inhibition of insulin secretion and enhanced glucagon
release [6]. It was also found that chemogenetic activation of Arc AgRP neurons causes
peripheral insulin resistance and increase plasma insulin [7]. These observations and many
others raise the hypothesis that aberrant activity of the hypothalamic glucoregulatory circuits
may be involved in the pathogenesis of type 2 diabetes (T2D) and suggest that correcting these
underlying defects should normalize glycemia in diabetic animals. Supporting this notion, it
was recently reported that leptin is able to normalize glycemia in mice with severe insulin
deficiency, and that a single icv injection of FGF1 can induce remission of hyperglycemia in
rodents models of T2D for weeks or months [8-10]. However, our understanding of the
hypothalamic glucoregulatory neurocircuitry and its contribution to T2D pathogenesis is still
in its infancy, and deserves the identification of novel peptidergic neuronal systems regulating

glucose homeostasis within the hypothalamus.
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In this context, the neuropeptide 26RFa (also referred to as QRFP) and its receptor GPR103,
discovered by us and others, are of particular interest [11-16]. Indeed, 26RFa- and GPR103-
expressing neurons are primarily localized in the VMN and the LH, and i.c.v. administration of
the neuropeptide stimulates food intake by modulating the NPY/POMC system in the Arc [11,
15, 17-20]. The 26RFa/GPR103 neuropeptidergic system is also involved in the control of
glucose homeostasis at the periphery [21-24]. 26RFa and GPR103 are strongly expressed by
the [ cells of the pancreatic islets and in the gut [21-23]. 26RFa attenuates drastically glucose-
induced hyperglycemia by acting as an incretin and by increasing insulin sensitivity, and 26RFa
mutant mice exhibit an impaired regulation of glucose homeostasis [22, 24]. In addition, a loss
of the incretin activity of 26RFa and a marked reduction of its insulin-sensitive effect, which is
associated with a down-regulation of the 26RFa receptor in the pancreatic islets, and insulin
target tissues are observed in obese/diabetic mice, revealing the occurrence, at the periphery, of

a 26RFa resistance in these pathological conditions [25].

Finally, we promoted, very recently, the evidence that the 26RFa neuronal system of the
hypothalamus plays a key role in the central regulation of glucose homeostasis by lowering
glucose-induced hyperglycemia and by mediating some of the central effects of insulin on

glucose metabolism [26].

With regard to all of these observations, the aim of the present study was to investigate
whether acute or chronic central administration of 26RFa may ameliorate the glycemic control

of obese/diabetic mice.
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Materials and Methods
Animals

Male C57Bl/6 mice (Janvier laboratory, Le Genest-Saint-Isle, France), weighing 22-25 g,
were housed at 5 animals per cage, with free access to standard diet (U.A.R., Villemoisson-sur-
Orge, France) and tap water. They were kept in a ventilated room at a temperature of 22+1°C
under a 12-h light/12-h dark cycle (light on between 7 h and 19 h). All the experiments were
carried out between 09.00 h and 18.00 h in testing rooms adjacent to the animal rooms. Animal
manipulations were performed according to the European Community Council Directive of
November 24™ 1986 (86:609: EEC), and were conducted by authorized investigators. Mice
were submitted to a dietary challenge at two months of age by using a standard chow
(U8200G10R; energy density: 2 830 kcal/kg; Scientific Animal Food & Engineering (SAFE),
Augy, France) or a HF diet (U8978; energy density: 5 283 kcal/kg; SAFE). Experiments were
performed after three months of dietary challenge. Our Institutional Animal Use and Care
Committee (CENOMAX, Agreement of the Ministry of Research n°54) approved the

experimental procedures (Agreement n°: #11752).

Surgery

Mice were anesthetized with isoflurane and placed in a stereotaxic frame. A stainless steel
26 gauge guide cannula (Phymep, Paris, France) was inserted into the right lateral ventricle (0.8
mm lateral to bregma and 2.2 mm ventral to dura mater). A stainless dummy small cap for 26-
gauge cannula (Phymep) was inserted to prevent occlusion of the guide cannula and leakage of
the cerebrospinal fluid. The cannula placement was secured with dental acrylic cement. At the
end of the surgery, animals were treated with a nonsteroidal anti-inflammatory drug,
buprenorphine after guide cannula placement. Following surgery, all animals were allowed to

recover for two weeks, and were handled three times in order to be habituated to handling by
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researchers. Correct cannula positioning was confirmed by histological examination after
Trypan blue injection.

For chronic ICV infusion, mice were implanted with a cannula to the right lateral ventricle
using a brain infusion kit 3 (Alzet ®, DURECT, Cupertino, CA) at stereotaxic coordinates: 0.85
mm lateral, 0.22 mm posterior to bregma, and 2.5 mm below the skull surface. The canula were
connected to a subcutaneous 28-days osmotic minipump (Alzet ®, DURECT, Cupertino, CA)
filed with either vehicle (hepes buffer) or 26RFa (25ug/day). After implantation, mice were

treated with buprenorphine for 3 days.

Cell culture

The murine m-HypoA-59 neuronal cell line (CELLutions Biosystems Inc, Ontario, Canada)
was cultured in DMEM (41965-039, Sigma—Aldrich&) supplemented with 10% of FBS and
2% of penicillin/streptomycin (Sigma-Aldrich) and plated in 6 well plate (500x10° cells/well).
After 24 h, cells were treated for 12 h with 100 uM of palmitate (P9767-5G, Sigma Aldrich)
dissolved in serum-free DMEM containing 5% of free-fatty acids-BSA. Following this period,

the cells were removed and subjected to RNA extraction for PCR quantification.

Quantitative RT-PCR (qRT-PCR)

Total RNA from m-HypoA-59 cells and hypothalami was isolated as previously described
[24]. Relative expression of the 26RFa, GPR103, InsR and IL6 genes was quantified by real-
time PCR with appropriate primers (Table 1). B-actin was used as internal control for
normalization. PCR was carried out using Gene Expression Master Mix 2X assay (Applied
Biosystems, Courtaboeuf, France) in an ABI Prism 7900 HT Fast Real-time PCR System

(Applied Biosystems). The purity of the PCR products was assessed by dissociation curves.
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Table 1. Sequence of the primers used for the Q-PCR experiments

Name Forward Reverse

Mouse B-actine AGATCAAGATCATTGCTCCTCCTG | CCCAGCTCAGTAACAGTCCG
Mouse 26RFa GAAGGGGACCCACAGACATC GTCTTGCCTCCCTAGACGGAA
Mouse GPR103 CACTGCTGTTGTGACGGAAAT CCTTCGGGTAGTGTACTGCC
Mouse Insulin receptor | ATGGGCTTCGGGAGAGGAT GGATGTCCATACCAGGGCAC
Mouse IL6 GGGACTGATGCTGGTGACAA ACAGGTCTGTTGGGAGTGGT




The amount of target cDNA was calculated by the comparative threshold (Ct) method and

expressed by means of the 2-AACt method.

Blood glucose and insulin measurements in mice

For acute experiments, all metabolic tests were performed on 16 h-fasting mice with free
access to water, and test substances including 26RFa (3 pg) and insulin (10 mUI) were dissolved
in Hepes buffer and injected i.c.v. in a 2 pl volume. The injections were done using a Hamilton
syringe (outer diameter 0.5 mm; Hamilton Co., Reno, NV) attached to polyethylene tubing. The
i.c.v. injections were performed under anesthesia consisting of an i.p. administration of
diazepam (5 mg/kg) and ketamine (100 mg/kg). For i.p. glucose tolerance test, mice were
treated i.p. with glucose (2 g/kg).

For chronic experiment, all metabolic tests were performed on 6 h-fasting mice with free
access to water to avoid a too much impact of fasting on the phenotype of obese mice. For i.p.
glucose tolerance test and oral glucose tolerance test, mice received 2 g/kg of i.p or oral glucose,
respectively. For insulin tolerance test, mice were injected with 0.75 Ul/kg of of human insulin
(Eli Lilly, Neuilly-sur-Seine, France).

In all experiments, plasma glucose concentrations were measured from tail vein samplings
at various times using an AccuChek Performa glucometer (Roche Diagnostic, Saint-Egreve,
France) or Xpress 2 glucometer (Nova Biomedical, Les Ullis, France) when glycemia was
higher than 6 g/L. Plasma insulin concentrations (from tail vein samplings) were determined
using an ultrasensitive mouse insulin Alphalisa detection kit (cat number AL204C) from

Perkin Elmer.

Experiments during chronic i.c.v. infusion of 26RFa
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8 weeks old mice were submitted to a high fat diet for 10 weeks and then divided in two
groups: one group that received 26RFa via an osmotic pump for 28 days (25 pg/day) and the
other one that received Hepes via the same procedure. After implantation of the pumps, mice
were placed in a combined indirect calorimetry system for habituation (PhenoMaster, TSE
Systems GmbH, Bad Homburg, Germany). Ten days after pump implantation, food/water
intake, horizontal/vertical activity and energy expenditure were measured for 5 days. At the end
of these calorimetric experiments, mice were placed in individual BioDAQ cages (Research
Diets, Inc., New Brunswick, NJ), acclimated for 3 days, and meal pattern was evaluated for 3
days. After this period, mice were placed into standard individual cages until euthanasia. During
the 4™ and last week of treatment, mice were submitted to metabolic assays. Throughout the
treatment, the body weight was measured each day and 6h-fasting glycemia and insulinemia
were measured each week. At the end of treatment, whole body composition was assessed on
vigil animals, using MiniSpec LF110 (Brucker, Wissembourg, France), a fast nuclear magnetic
resonance method and mice were euthanized. Tissues and plasma samples were collected.
Metabolic biomarkers were measured on plasma samples using IDEXX Catalyst One

technology (Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA).

26RFa radioimmunoassay

Quantification of 26RFa in plasma samples was carried out using a specific
radioimmunoassay set up in the laboratory [17]. For the radioimmunoassay procedure, each
plasma sample was diluted (1:1) in a solution of water/trifluoroacetic acid (99.9:0.1; vol/vol).
Diluted plasmas were pumped at a flow rate of 1.5 ml/min through one Sep-Pak C18 cartridge.
Bound material was eluted with acetonitrile/water/trifluoroacetic acid (50:49.9:0.1;
vol/vol/vol), and acetonitrile was evaporated under reduced pressure. Finally, the dried extracts

were resuspended in 0.1 M PBS and assayed for 26RFa.
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism (version 6). A Kruskal Wallis test
with Dunn’s multiple comparison test or Ordinary one-way ANOVA with Sidak’s multiple
comparison were used for comparisons between different groups. ANOV A two-ways were used
for repeated measures. A post-hoc comparison using a Bonferoni, Tukey or Sidak test was
applied according to ANOVA results. All data represent means + SEM. Statistical significance

was set up at p < 0.05.
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Results
Effects of acute i.c.v. administration of 26RFa on the glycemic control of obese/diabetic mice

The high fat (HF) diet challenge induced a significant (p<0.01) weight gain right from the
first month of treatment (Fig. 1A). Plasma glucose was also significantly increased (p<0.01)
after one month of HF diet (Fig. 1B). After 4 months, the HF mice exhibited a fasting glycemia
of 2.37 + 0.17 g/l, whereas that of the SD mice at the same time was 1.65 £ 0.11 g/l (p<0.01;
Fig. 1B). By contrast, plasma 26RFa levels were not modified all along the HF treatment as
compared to SD mice (Fig. 1C). However, it is noteworthy that, in the two groups of mice (SD
and HF), plasma 26RFa increased gradually with the age of the animals to reach a significancy
at the end of the experimental protocol (4 months; p<0.05) (Fig. 1C).

The impact of i.c.v. administration of 26RFa was investigated on basal glycemia in HF mice.
As illustrated in figure 1D, 26RFa did not affect significantly basal plasma glucose levels during
the 90-min period of the test. By contrast, an IPGTT revealed that 26RFa significantly
attenuated (p<0.01) the hyperglycemia induced by an i.p. glucose challenge in HF mice (Fig.
1E). Concurrently, an acute glucose-stimulated insulin secretion test (AGSIS) indicated that
i.c.v. injection of 26RFa allowed to maintain high level of insulin production as compared to
the mice that did not receive 26RFa and exhibited a progressive decreased insulin production
during the test (Fig. 1F). Consequently, the ratio glucose/insulin (during the IPGTT) was
significantly lower (p<0.01) in 26RFa-injected mice as compared to Hepes-injected mice (Fig.

1G).

Hypothalamic expression of the 26RFa/GPRI103 peptidergic system in obese/diabetogenic
condition: impact of insulin
We investigated whether the expression of 26RFa and its receptor was impaired in a

diabetogenic environment using in vitro and in vivo complementary approaches. Firstly, we
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Figure 1. Effects of acute i.c.v. administration of 26RFa on the
glycemic control of obese/diabetic mice. (A-C) Evolution of body
weight (A), basal glycemia (B) and plasma 26RFa levels (C)
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p<0.01 compared to mice injected with the vehicle.



used the hypothalamic neuronal cell line m-HypoA-59 that expresses 26RFa and its receptor
GPR103 as a model of 26RFa-producing neurons, and we treated these cells with palmitate to
mimic conditions of lipotoxicity. Our data revealed that the palmitate treatment did not alter the
expression of 26RFa and GPR103 in the m-HypoA-59 neuronal cells (Fig. 2A). The increased
expression of IL6 in these cells indicates that palmitate-induced lipotoxicity was effective (Fig.
2A). The hypothalamic expression of 26RFa and GPR103 was also followed during the 4-
month HF challenge of the mice. A significant increase of the expression of 26RFa (p<0.05)
and GPR103 (p<0.05-0.01) was observed 1 or 2 months after the beginning of the protocol in
the HF as well as in the SD mice (Fig. 2B, C). However, the HF treatment did not alter the
expression of the neuropeptide and its receptor in the hypothalamus as compared to the SD
treatment (Fig. 2B, C). Then, we compared the effects of 26RFa and insulin (injected i.c.v.)
during a glucose tolerance test in HF mice. 26RFa induced a robust antihyperglycemic effect
whereas the insulin-induced attenuation of the glycemia was abolished in HF mice (Fig. 2D).
Co-administration of 26RFa and insulin induced an antihyperglycemic effect similar in terms
of amplitude and kinetic to that of 26RFa alone (Fig. 2D). Concurrently, we evaluated the
impact of i.c.v. injection of insulin on the hypothalamic expression of 26RFa and that of its
receptor (InsR) in HF mice, and compared it to that of SD mice. We found that insulin slightly
increased 26RFa expression in SD mice but not in HF animals (Fig. 2E). By contrast, the
hormone does not impact the expression of its own receptor whatever the diet challenge given

(Fig. 2E).

Effects of chronic i.c.v. administration of 26RFa on the metabolic and glycemic phenotype of
the obese/diabetic mice
A one month in vivo protocol was set up to determine the impact of continuous

administration of 26RFa on the metabolic and glycemic phenotype of the obese/diabetic mice
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(Fig. 3A). Chronic i.c.v. administration of 26RFa via Alzet pumps, 10 weeks after the beginning
of the HF diet, induced a significant increase in body weight as compared to the mice receiving
Hepes (p<0.001; Fig. 3B). Concurrently, measurement of cumulative food intake for 5 days
revealed that the mice treated with 26RFa ate more than the mice receiving the Hepes
chronically (p<0.001; Fig. 3C). This higher food consumption observed in 26RFa-treated mice
was associated with a significant increase in the meal size (Fig. S1A) whereas the meal
frequency, duration and total meal time were not impaired (Fig. SIB-D). The increased food
intake observed in 26RFa-treated mice was accompanied by a small increase of water intake
(Fig. 3D) and a tendency to decreased energy expenditure (Fig. 3E). Concurrently, the
locomotor activity (horizontal and vertical) was assessed but no significant difference between
the HF mice receiving 26RFa and those chronically injected with Hepes was observed (Fig.
S1E, F).

Evaluation of basal glycemia and other metabolic parameters in Hepes- or 26RFa-treated
mice did not reveal any significant difference between the two groups during the chronic
treatment (Fig. 3F, Table 2). In contrast, evaluation of insulinemia at the same time showed
higher (although not significant) plasma insulin levels in 26RFa-treated mice (Fig. 3G). Body
fat mass also tended to be higher in 26RFa-chronically injected mice (Fig. 3H) whereas the
biochemical parameters were similar between the 26RFa-treated mice and the Hepes-treated
animals (Table 2).

The impact of chronic i.c.v. administration of 26RFa on the “glycemic” phenotype of the HF
mice was investigated using complementary in vivo tests performed during the last week of
treatment. A IPGTT revealed a slight increase of glucose-induced hyperglycemia in the 26RFa-
treated mice (p=0.07) that was associated with slightly higher plasma insulin levels during the
first 15 mins of the test as compared to Hepes-treated animals (Fig. 4A, B). However,

calculation of the glucose/insulin ratio during the first 30 mins of the IPGTT did not reveal any
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difference between the two groups (Fig. 4C). ITT showed that insulin tolerance was not
significantly altered in 26RFa-injected mice (Fig. 4D). An OGTT revealed that the glycemic
profile following the oral glucose load was not impaired in 26RFa-treated mice vs mice
receiving Hepes (Fig. 4E). Finally, a Q-PCR experiment indicated that hypothalamic expression

of the 26RFa receptor was not impaired by the chronic treatment with its ligand (Fig. 4F).
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Discussion/Conclusion

During the last decade, a number of studies revealed that the 26RFa/GPR103
neuropeptidergic system is a key player in the regulation of energy and glucose metabolism.
Indeed, 26RFa produced by neurons of the hypothalamus regulates feeding behavior, and at the
periphery, the neuropeptide produced by the gut and the pancreatic islets regulates glucose
homeostasis by acting as an incretin [14, 22, 27]. However in obese/diabetic mice, the anti-
hyperglycemic effect of 26RFa is significantly blunted due, at least in part, to a decreased
expression of its receptor (GPR103) both in beta cells and in insulin target tissues such as the
adipose tissue and the muscles [25]. More recently, we found that the 26RFa neuronal system
of the hypothalamus was also able to promote Glucose-Stimulated Insulin Secretion (GSIS) and
could be considered as a mediator for central insulin effects on glucose tolerance [26]. With
regard to these recent data, we thought important to evaluate the central effect of the 26RFa on
glucose metabolism in a diabetogenic context.

In the present study, we show for the first time that an acute central administration of 26RFa
in HF mice is still able to attenuate glucose-induced hyperglycemia by enhancing GSIS. This
favorable central effect of 26RFa on insulin secretion in this hyperglycemic model is therefore
preserved and very similar in terms of amplitude and kinetic to that observed in euglycemic
mice [26]. The dose we used for the acute i.c.v. administration of 26RFa (3 pg) is very low
compared to that used for peripheral administration in our previous works and does not alter
glucose tolerance when administered i.p [22]. It is thus unlikely that the effects of 26RFa after
an i.c.v. administration could be due to an infusion of the neuropeptide to the systemic
circulation.

We also show that the obese/diabetogenic status of the mice does not impair the
hypothalamic expression of 26RFa and GPR103, contrasting to what we observed at the

periphery [25]. Supporting this observation, we also found that the expression of the 26RFa
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and GPR103 in the neuronal hypothalamic cell line mhypoA-59 is not altered under lipotoxic
culture condition. It thus appears that the hypothalamic 26RFa/GPR103 system is protected
from high fat-induced defects and allows to maintain the anti-hyperglycemic effect of 26RFa
whereas the same peptidergic system is profoundly altered at the periphery, resulting in a loss
of the incretin effect during of 26RFa.

However, we observed that, in these HF mice, central insulin administration was not able to
promote 26RFa hypothalamic expression whereas we previously found that, in euglycemic
mice, brain insulin induced hypothalamic 26RFa expression and secretion during a glucose load
[26]. In the same study, we also promoted the evidence that the 26RFa/GPR103 neuronal
system mediates the central anti-hyperglycemic effect of insulin [26]. Altogether these
observations support the idea that the inability of insulin to trigger the 26RFa/GPR103 system
in hyperglycemic condition is an additional consequence of the well-known central insulin
resistance observed in obesity/diabetes, and probably participates to the glucose intolerance
developed by the HF mice.

In addition, while the HFD does not impair the hypothalamic 26RFA/GPR103 system, our
data reveal that the age influences the expression of this peptidergic system. Indeed, plasma
26RFa as well as hypothalamic expression of GPR103 and 26RFa are up regulated over time
in our protocol both in normal and HFD mice. To our knowledge, it is the first time that
evolution of the 26RFa peptidergic system is described over time. By contrast, previous studies
reported stable or decreasing hypothalamic expression of other neuropeptides regulating energy
metabolism such as NPY or AgRP over time, but the experimental conditions were different
with extreme age analysis or long fasting period [28, 29]. Because of the limited length of our
analysis, we speculate the observed up-regulation of the 26RFa/GPR103 system may
correspond to a maturation of this neuropeptidergic system rather than a sign of ageing.

However, further studies with extreme age analyses are warranted to confirm this hypothesis.
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Table 2 Measurement of metabolic parameters in high fat mice chronically treated or not

with 26RFa
Hepes—ltreated 26RFaTtreated p.value
mice nice
GLU (g/D) 244 %010 2544010 0,51
INS (nUI/mL) 2154+ 2.79 29.08  4.81 0.22
CHOL (g/L) 1.53+0.07 1.57 £ 0.07 0.79
TRIG (g/L) 0.87 £ 0,05 0.93 £ 0.04 0.46
ALT (U/L) 4817 58+ 7 0.39
AST (U/L) 171 £ 18 189 £ 16 0.57
ALKP (U/L) 40%1 40+3 0.90
LIPA (U/L) 555+ 20 549 % 13 0.68

GLU, glucose: INS, Insulin; CHOL. Cholesterol: TRIG, Triglycerides: ALT, Alanmine
Aminotransferase: AST. Aspartate Aminotransterase: ALKP. Alkaline Phosphatase: LIPA.
Lipase.



Given the beneficial effects of acute administration of 26RFa on glucose metabolism in HF
mice, it was tempting to evaluate the impact of chronic administration of the peptide on
metabolic parameters in an obese/hyperglycemic pathophysiological context. By using osmotic
minipumps, 26RFa was chronically administered i.c.v. for 28 days and the stability of the
peptide was checked all along the protocol by coupling HPLC analysis with mass spectrometry
detection (data not shown). In 26RFa-treated mice, a significant increase of the body weight
was observed during the experimental protocol that was accompanied with an enhanced food
intake and a slight decrease of energy expenditure. Despite this increase of body weight, fasting
blood glucose levels of the 26RFa-treated mice were not significantly different as compared to
mice that did not receive the peptide. In addition, fasting insulinemia tended to be higher all
along the protocol in the 26RFa-treated mice. However, the IPGTT and ITT tests revealed a
slightly more pronounced glucose intolerance in 26RFa-treated mice, whereas GSIS was not
improved, in contrast to what we observed after an acute administration of 26RFa. Considering
the weight gain, our data are in agreement with previous results observed with the elongated
form of 26RFa, 43RFa [19]. Indeed, this study reports that central chronic infusion of 43RFa
for 13 days is associated with a significant increase of body weight and fat mass. Similarly to
what we found, in this study, food intake was enhanced and energy expenditure was decreased
because of a reduction of thermogenesis [19]. Considering the metabolic parameters, our results
are not consistent with those of Moriya et al. [19], as these authors report higher fasting glucose
levels as well as insulinemia in 43RFa-treated mice. However, no data concerning insulin
sensitivity or GSIS was available in this study. Supporting our findings, a previous study reports
that acute administration of another incretin, GLP-1, enhances GSIS whereas a three day icv

infusion of the peptide does not affect insulin secretion stimulation [30].
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Altogether, these observations indicate that central chronic infusion of 26RFa or 43RFa
stimulates appetite, leading to a significant increase of body weight and adiposity. In addition,
the two peptides are able to promote fasting insulin secretion that may also represent a major
determinant for adiposity. Our results also suggest that fasting hyperinsulinemia results from a
direct effect of the peptide on insulin secretion rather than from an indirect effect simply due to
the insulin resistance caused by 26RFa-induced adiposity. Indeed, we did not find any
significant difference in insulin sensitivity during ITT between the 26RFa-treated mice and the
control group. Nevertheless, it appears that, in the context of chronic central infusion of 26RFa
in HF mice, the sustained orexigenic activity of the neuropeptide system leading to a significant
weight gain exceeds the expected benefits of the peptide on glucose metabolism which is
altered, especially considering the GSIS results. A decrease of GPR103 activity may be
discarded as hypothalamic expression of the 26RFa receptor is not impaired in 26RFa-treated
mice. However, further studies are warranted to understand whether the attenuation of the GSIS
associated with chronic 26RFa treatment is linked to a central dysfunction of the 26RFa
pathway rather than a beta cell failure. An alternative explanation, which has been suggested
for GLP-1, would be that brain 26RFa might be specifically involved in the short term
regulation of glucose metabolism (especially post prandial) whereas its effects on the long term
control of glucose homeostasis would be mainly related to changes in body weight [30].

In conclusion, the present study provide the first evidence that in obese/diabetic condition,
the 26RFa/GPR103 neuropeptidergic system is not altered in the hypothalamus, in contrast to
the periphery. Indeed, the beneficial effect of 26RFa on glucose homeostasis, by potentiating
GSIS, 1s preserved in HF mice. However, chronic central administration of the neuropeptide 1s
unable to balance glycemia in these pathophysiological conditions, suggesting that the
hypothalamic 26RFa/GPR 103 neuropeptidergic system mainly affects short term regulation of

glucose metabolism.
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Discussion Générale

DI1SCUSSION GENERALE

L’obésité et le diabete de type 2 connaissent une augmentation préoccupante au cours de ces
trente derniéres années. Face a ce constat, et grace a une recherche intensive, les connaissances
de la physiopathologie du DT2 et de 1’obésité se sont considérablement enrichies. Comme le
souligne DeFronzo en 2009, il est important de reconsidérer la physiopathologie du DT2
(DeFronzo 2009). Alors que celle-ci était jusqu’alors centrée sur 3 protagonistes (la production
hépatique de glucose, la captation de glucose par le muscle et la cellule p pancréatique), des
données récentes ont permis de déterminer au moins 8 acteurs dans le DT2 dont le rein, le tissu
adipeux, les incrétines et le systéme nerveux central. Ce dernier, comme le souligne I’auteur
« constitue peut-étre le plus important des acteurs impliqués dans la physiopathologie du
diabéte de type 2 » (Traduit de 1’anglais (DeFronzo 2009)). Ainsi, depuis une dizaine d’années, de
nombreuses études supportent 1’idée d’une I’implication du systéme nerveux central et des
neuropeptides dans la régulation de la glycémie (Roh et al. 2016). L’élargissement de la
compréhension de la physiopathologie du DT2 a favorisé le développement de nouvelles
thérapeutiques dont les traitements peptidiques. En effet, les analogues des incrétines occupent
aujourd’hui une place déterminante dans les algorithmes thérapeutiques du DT2, de
nombreuses études rapportent des effets bénéfiques des analogues du GLP-1 et plus récemment
encore des co-agonistes GLP-1/GIP sur I’homéostasie glucidique (Hope et al. 2021; Rosenstock et
al. 2021; Wilding et al. 2021).

Le 26RFa, peptide récemment décrit comme insulinotrope par une action a la fois périphérique
et centrale, s’inscrit alors parfaitement dans le contexte de recherche actuelle et apparait comme
une cible potentielle dans le traitement du DT2 cependant jusqu’alors, aucune étude n’avait

encore evalué précisément le systéme 26RFa/GPR103 dans ce contexte physiopathologique.

1. Caractérisation de Deffet du 26RFa endogéne par utilisation d’un antagoniste du

GPR103

Une premiére étude réalisée au sein de notre laboratoire a caractérisé les effets d’une injection
périphérique de 26RFa dans la régulation de la glycémie. Le 26RFa exerce un effet anti-
hyperglycémiant qui est associé a une augmentation de la sécrétion d’insuline ainsi qu’une

augmentation de la sensibilité a I’insuline (Prévost etal. 2015). Le peptide, secrété par le duodénum
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apres une charge orale en glucose, active directement son récepteur pancréatique afin de
stimuler la sécrétion d’insuline. En conséquence, le 26RFa est considéré comme une nouvelle
incrétine. Cependant, cette premiére étude n’a pas quantifié I’effet incrétine et insulino-

sensibilisateur du 26RFa endogeéne.

Dans cet objectif, nous avons utilisé un antagoniste du GPR103 afin de compléter ces résultats.
L’antagoniste utilis¢ nommé 25e fourni par le laboratoire AstraZeneca a été développé en 2014
(Georgsson et al. 2014). Celui-ci permet d’inhiber la signalisation du GPR103 humain et celle du
GPR103A/B murin par une inhibition compétitive avec les ligands endogenes (26RFa/43RFa).
L’injection périphérique de cet antagoniste chez la souris diminue significativement et de fagon
dose-dépendante la prise alimentaire (Georgsson et al. 2014). Dans notre étude, 1’inhibition du
26RFa endogéne par I’antagoniste 25e induit une augmentation significative de
I’hyperglycémie au cours d’une charge orale en glucose. Cet effet hyperglycémiant de
I’antagoniste du GPR103 est expliqué par une augmentation de 1’insulino-résistance
responsable de I’hyperinsulinisme observé mais qui semble toutefois limité puisque celui-ci
n’est pas suffisant pour maintenir une tolérance au glucose comparable a celle observée chez
les souris traitées par PBS. Ces résultats confortent les données précédemment obtenues avec
le 26RFa et confirment 1’effet double du peptide sur la sécrétion d’insuline d’une part et sur

I’insulino-sensibilité d’autre part.

En outre, toujours en complément des résultats de notre premiere étude de 2015, nous avons
montré que I’injection ip de 26RFa au cours d’une charge orale en glucose induit un effet anti-
hyperglycémiant sans toutefois augmenter significativement la sécrétion d’insuline. Ces
résultats suggerent que les effets du 26RFa endogéne, sécrété par I’intestin au cours d’une
charge orale en glucose, peuvent étre amplifiés par I’administration exogeéne du peptide via une
augmentation de la sensibilité a I’insuline et non par une stimulation potentialisée du 26RFa

exogene et endogene sur la cellule .

Au total, ces résultats complémentaires obtenus chez la souris normo-pondérale confirment et
caracteérisent les effets du 26RFa endogene. Le systéme 26RFa/GPR103 fait partie intégrante
du systeme gluco-régulateur et la perte de son effet (via I’antagoniste 25e¢) induit un
dysfonctionnement de I’homéostasie du glucose. Ces observations sont tout a fait concordantes
avec les résultats obtenus recemment chez les souris invalidées pour le géne du 26RFa. En effet,
ces souris se caracterisent par une intolérance au glucose en lien avec une diminution de la

sécrétion d’insuline induite par le glucose (EI-Mehdi et al. 2020).
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Cependant, méme si le 26RFa répond a la définition classique d’une incrétine, I’analyse des
données publiées sur les souris doublement invalidées pour les récepteurs aux deux incrétines
principales GLP-1 et GIP (modele DIRKO), laissent peu de place pour d’autres incrétines
(Hansotia et al. 2004; Preitner et al. 2004; Ahrén et al. 2020). En effet, 1’aire sous la courbe de sécrétion
d’insuline lors de la charge orale en glucose chez ces souris doublement invalidées est
strictement superposable a celle obtenue lors de 1’administration intra veineuse du glucose.
Cependant, le 26RFa se distingue du GIP et du GLP-1 par sa cinétique de sécrétion. En effet,
les résultats obtenus chez la souris et chez I’homme montrent un pic de sécrétion du 26RFa
respectivement a 30 et 120 min aprés la charge au glucose, contrairement & un pic de sécrétion
précoce inférieur & 15 min pour le GIP et GLP-1. Aussi, il serait intéressant d’évaluer les tests
de charge en glucose sur des périodes prolongées chez les souris doublement invalidées DIRKO

pour mieux analyser le réle possible du 26RFa

2. Les dysfonctionnements du systéme 26RFa/GPR103 périphérique chez la souris HFD

L’objectif principal de ce travail de these était de déterminer les effets du 26RFa dans la
régulation de la glycémie chez la souris HFD. Alors que les actions du 26RFa dans la régulation
périphérique de la glycémie sont aujourd’hui bien caractérisées, les effets du peptide dans la
régulation de la glycémie dans le contexte d’obésité et d’hyperglycémie chronique ne sont pas

connus.

L’utilisation d’un antagoniste du GPR103 nous a permis précédemment de démontrer que le
26RFa endogeéne participait a la régulation de la glycémie par un effet insulinotrope anti-
hyperglycémiant et insulino-sensibilisateur. En revanche, chez la souris HFD, nous avons
montré que l’injection du 25e durant un test de charge en glucose n’augmente pas
significativement 1’hyperglycémie. Ainsi, ce premier résultat suggere une perte d’effet du

26RFa endogéne dans ce modele physiopathologique.

Parallélement, nous avons soumis des souris invalidées pour le géne du 26RFa au régime HFD
afin de déterminer les conséquences d’un déficit en 26RFa en condition d’exposition a un

régime « pro-diabétogéne ». L’ensemble des résultats de cette étude suggere que le déficit en
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26RFa n’impacte ni le phénotype obese ni ’homéostasie du glucose. En effet, ces souris ne
présentent pas de modification significative de leur poids corporel, de leur glycémie ou
insulinémie a jeun. En outre, au cours des différents tests métaboliques, les souris 26RFa™
soumises au régime HFD se comportent sur le plan métabolique de fagcon comparable aux souris
26RFa*’*. De méme, la sécrétion d’insuline induite par le glucose n’est pas altérée par le déficit
en 26RFa. Au total, dans cette étude, aucune modification phénotypique ou métabolique n’a été
constatée chez les souris déficientes en 26RFa soumises au réegime HFD. Il convient toutefois
de rappeler que ce modele transgénique génere un déficit constitutif en 26RFa avec en
conséquence de possibles mécanismes compensatoires comme cela est décrit dans d’autres
modéles transgéniques notamment chez les souris déficientes pour le NPY ou pour la ghréline
(Palmiter et al. 1998; Sun et al. 2003). Des modéles avec un déficit inductible et/ou tissus spécifiques

en 26RFa sont en cours d’étude pour s’affranchir de ces potentiels mécanismes compensatoires.

Globalement, I’ensemble de ces résultats suggere que la perte du signal du 26RFa chez la souris
HFD, consécutive a I’utilisation d’un antagoniste du peptide ou d’un modéle murin
transgénique n’altére pas significativement [’homéostasie du glucose. Ceci soutient alors

I’hypothése d’un dysfonctionnement du systéeme 26RFa/GPR103 chez les souris HFD.

Confirmant le dysfonctionnement du systéme peptidergique en situation d’obésité et
d’hyperglycémie chronique, nous rapportons que 1’effet insulinotrope anti-hyperglycémiant
d’une injection périphérique de 26RFa est totalement aboli chez la souris HFD lors d’un test de
tolérance au glucose. De plus, I’augmentation de la sensibilité a I’insuline induite par une
injection de 26RFa au cours du test de tolérance a 1’insuline est fortement atténuee chez la souris
HFD. Ainsi, dans ces conditions d’obésité associée au DT2, le 26RFa n’est plus capable ni de
stimuler la sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques ni de potentialiser les effets de

I’insuline, effets que nous avions rapportés comme dans 1’étude princeps (Prévost et al. 2015).

Ces résultats sont concordants avec ceux obtenus in vitro dans une lignée de cellules f
pancréatiques humaines cultivées en conditions de lipotoxicité (palmitate) dans lesquelles la
sécrétion d’insuline n’est plus stimulée par le 26RFa. Il apparait alors que les mécanismes de
lipotoxicité pourraient expliquer en partie la perte d’effet incrétine du 26RFa dans le modéle de

souris HFD. En revanche, les effets du 26RFa sur la captation du glucose par les myocytes et/ou
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les adipocytes en condition de lipotoxicité ne sont pas connus. Ainsi, nous ne pouvons conclure
a ce stade si la perte de I’effet insulino-sensibilisateur du 26RFa que nous avons observé est lié
a une diminution de son action directe sur la captation de glucose et de lipides par le muscle et

le tissu adipeux (Mulumba et al. 2010; Allerton & Primeaux 2015).

Pour expliquer la perte d’effet du 26RFa sur la sécrétion et la sensibilité a 1’insuline, nous avons
émis I’hypothése qu’un défaut de sécrétion ou de signalisation pouvait altérer 1’effet du peptide

sur ces tissus cibles.

Tout d’abord, nous avons rapporté que le 26RFa est fortement sécrété par 1’intestin lors d’une
charge orale en glucose a la fois chez I’Homme et chez la souris normo-pondeérale (Prévost et al.
2015). Chez la souris obese et hyperglycémique, les immunomarquages et les RT-gPCR que
nous avons effectués en condition basale a jeun, montrent une diminution de 1’expression et de
la production du 26RFa par le duodénum. En revanche, lors d’une charge orale en glucose, la
sécrétion de 26RFa par le duodénum s’éléve chez la souris HFD en comparaison avec les souris
contrdles. Par conséquent, il est difficile d’envisager un défaut de sécrétion de 26RFa
responsable de la perte des effets du 26RFa chez la souris HFD notamment lors des tests en
charge en glucose. Ainsi, I’autre hypothése résidait dans une diminution de la sensibilité au

peptide.

Le tissus cibles du 26RFa sont nombreux. Nous avons précédemment montré que le 26RFa
activait directement le GPR103 présent sur les cellules B pancréatiques afin de stimuler la
sécrétion d’insuline (Prévost et al. 2015). De plus, deux études ont rapporté que le 26RFa favorisait
la captation de glucose et de lipides par le muscle et le tissu adipeux respectivement rendant
compte ainsi de I’effet insulino-sensibilisateur du 26RFa (Mulumba et al. 2010; Allerton & Primeaux
2015). Les études d’immunomarquage et de RT-qPCR que nous avons effectuées chez les souris
HFD révelent une diminution de la production de GPR103 dans les ilots pancreatiques ainsi

qu’une diminution de 1’expression du GPR103 dans le muscle et le tissu adipeux.

Au total, I’ensemble des résultats de cette étude montrent qu’en condition d’obésité associée a

I’hyperglycémie chronique, le 26RFa perd totalement son activité incrétine, son effet insulino-
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sensibilisateur est drastiquement diminué. La diminution de la production et de 1’expression du
GPR103 dans les tissus cibles du 26RFa (pancréas, muscle et tissu adipeux) contribue a la perte
des effets du 26RFa périphérique dans la régulation de la glycémie. Ainsi, malgré une
augmentation significative de la sécrétion de 26RFa par le duodénum au cours de charge en
glucose, le peptide ne peut stimuler sa voie de signalisation et exercer son réle anti-

hyperglycémiant et insulino-sensibilisateur. Figure 38

De fagon intéressante, ces résultats s’apparentent a ceux observés avec le GIP. En effet, chez
les patients diabétiques de type 2, en dépit d’une augmentation de la sécrétion de GIP lors d’une
charge orale en glucose (Chiaet al. 2017), la sécrétion d’insuline n’est plus stimulée par le peptide
(Krarup et al. 1987; Elahi et al. 1994; Kjems et al. 2003; Nauck et al. 2021).La diminution de I’expression
du récepteur du GIP et de sa voie de signalisation dans les cellules B rendent compte de la perte
de I’effet incrétine (Younan & Rashed 2007). Plusieurs études ont démontré que les concentrations
¢levées de glucose et d’acides gras libres observées au cours de la pathologie contribuent a la
perte du signal de GIP ainsi qu’a la diminution de I’expression du son récepteur. A noter qu’un
retour aux conditions normo-glycémiques permet une restauration de 1’effet insulinotrope du
GIP (Piteau et al. 2007; Xu et al. 2007; Pathak et al. 2014). Plusieurs mécanismes liés a 1’exceés de
glucose sont envisagés pour expliquer 1’altération du systéme peptidergique. Tout d’abord,
I’exces de glucose conduit a une augmentation de 1’ubiquitinylation du récepteur du GIP ce qui
favorise sa dégradation (zhou et al. 2007). En outre, la formation de produits finaux de glycation
induite par I’hyperglycémie réduit I’action de GIP sur la cellule B (Puddu et al. 2015). Enfin, la
désensibilisation des récepteurs consécutive aux concentrations élevées de GIP observées a la
fois a jeun et lors d’une charge orale en glucose est ¢galement décrite pour expliquer la perte

de I’effet incrétine du GIP (Tseng et al. 1996).

Ainsi a D'instar des mécanismes décrits pour la perte d’effet du GIP dans les situations
d’hyperglycémie chronique, des études complémentaires sont indispensables pour préciser les
processus de perte d’effet du 26RFa en lien avec la perte d’expression de son récepteur

GPR103.

Parallelement au systeme 26RFa/GPR103 périphérique que nous venons de décrire en
situations physiologique et pathologique, des données récentes du laboratoire ont montré que
le 26RFa est aussi impliqué dans la régulation centrale de la glycémie. En effet, une injection
icv de 26RFa induit un effet anti-hyperglycémiant et insulinotrope au cours d’une charge en

glucose. En outre, une injection icv de 1’antagoniste 25¢ réduit I’effet hypoglycémiant de
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Figure 38. Dysfonctionnement du systéme 26RFa/GPR103 périphérique chez la souris HFD

Bien que le 26RFa soit hypersécrété par le duodénum aprés une charge orale en glucose chez la souris HFD, le 26RFa
perd totalement son effet incrétine. La diminution de I'expression du GPR103 dans le pancréas empécherait le 26RFa
d’augmenter la sécrétion d’insuline induite par le glucose ce qui, de ce fait, diminue la captation de glucose et de
lipides par le muscle et le tissu adipeux. Parallelement, la diminution de I’expression du GPR103 dans le muscle et le
tissu adipeux diminuerait I'action du 26RFa sur la captation de glucose et de lipide. Cependant des études
complémentaires sont aujourd’hui nécessaires afin de déterminer les effets du peptide dans ces tissus en condition
de lipotoxicité. L'ensemble de ces mécanismes permettrait d’expliquer la perte de I'effet anti-hyperglycémiant
observée.
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I’insuline centrale, enfin une injection icv d’insuline lors d’une charge en glucose stimule
I’expression de 26RFa ainsi que sa sécrétion hypothalamique. L’ensemble de ces résultats
suggere que le 26RFa pourrait constituer un relai de I’action centrale de 1’insuline (EI Mehdi et
al. 2021). Parallelement au dysfonctionnement du systeme 26RFa/GPR103 périphérique que
nous avons décrit, il paraissait important de compléter notre travail par 1’analyse du systéme

26RFa/GPR103 central en situation d’exposition au régime HFD.

Comme nous le rapportons dans ce travail, chez la souris HFD, I’injection icv aigué de 26RFa
au cours d’une charge en glucose est associée a un effet anti-hyperglycémiant via un effet
insulinotrope du peptide. Ce résultat est similaire a celui observé chez la souris normo-
pondérale et normo-glycémique (EI Mehdi et al. 2021). 1l suggere alors que les effets centraux du
peptide sont maintenus en situation d’obésité et d’hyperglycémie chronique et contraste avec
les résultats obtenus pour le systéeme 26RFa/GPR103 périphérique chez la souris HFD. Cette
discordance pourrait trouver son explication dans les niveaux d’expression du récepteur
GPR103. En effet, cette derniere est diminuée dans les tissus cibles du 26RFa (tissu adipeux,
muscle, cellule B), cependant, I’étude de I’expression hypothalamique du GPR103 que nous
avons meneée a différents temps d’exposition au régime HFD, n’a pas montré de différence
significative comparativement aux souris exposees a un régime standard. Parallélement, des
cellules hypothalamiques mHypoA cultivées en condition de lipotoxicité ne présentent pas de
diminution d’expression de GPR103. Globalement, ces premiers résultats suggerent que le
systeme 26RFa/GPR 103 hypothalamique est peu sensible aux conséquences d’un régime HFD

contrastant avec les résultats obtenus a la périphérie.

Des données récentes issues de notre laboratoire indiquent que le 26RFa constitue un relai de
I’action centrale de I’insuline (EI Mehdi et al. 2021). En condition d’obésité associée au DT2, la
signalisation centrale de I’insuline est fortement perturbée. En effet, ’activation des voies pro-
inflammatoires en réponse a 1’exces calorique telles que les voies médiées par NFxB, JNK et
le TLR-4 contribue a une perte du signal insulinique central (Scherer et al. 2021). Dans ces
conditions, I’insuline est incapable d’activer la voie de signalisation PI3K/AKT et donc

d’activer la transcription des genes cibles de I’insuline.
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Dans ce contexte, nous avons déterminé 1’effet de 1’insuline sur la sécrétion hypothalamique de
26RFa chez la souris HFD. Nous avons tout d’abord montré que les souris obéses présentaient
comme attendu une résistance centrale a ’insuline avec perte de 1’effet hypoglycémiant au
cours d’une charge en glucose. En outre, nous avons observé que, dans ces conditions,
I’injection centrale d’insuline lors d’une charge en glucose n’entraine plus d’effet positif sur
I’expression hypothalamique de 26RFa. Ainsi, le role de l’activation des voies pro-
inflammatoires centrales en conditions d’obésité, potentiellement responsable de la perte d’effet
de I’insuline centrale sur le systtme 26RFa/GPR103, devra faire 1’objet d’études
complémentaires. Figure 39

3. Le 26RFa central : un acteur dans le traitement du diabéte de type 2

Le systeme 26RFa central ne semble donc pas impacté directement par le régime HFD
contrairement a ce que nous avions montré a la périphérie. L’effet anti-hyperglycémiant et
insulinotrope central du peptide est préservé chez la souris HFD. Méme si I’insuline ne stimule
plus la sécrétion hypothalamique de 26RFa des injections aigués de 26RFa permettent d’outre
passer cette anomalie et d’améliorer I’homéostasie du glucose chez la souris HFD. Au regard
de ces résultats, nous avons émis I’hypothése qu’un traitement chronique central de 26RFa

pourrait améliorer le phénotype obeése et diabétique des souris HFD.

Pour ce faire, nous avons utilisé des mini pompes osmotiques afin de délivrer le 26RFa en
continu directement dans le ventricule latéral des souris obéses et diabétiques (10 semaines de
régime HFD). Durant les 4 semaines de traitement, nous avons déterminé précisément I’impact
du traitement chronique au 26RFa a la fois sur le phénotype obése des souris mais aussi sur

I’homéostasie du glucose.

Notre étude a permis de mettre en évidence que les souris traitées par le 26RFa présentaient un
poids corporel supérieur a celui des souris ayant re¢u I’HEPES associé a une augmentation de
la masse grasse. Cette différence de poids corporel s’observe dés les premiers jours de
traitement et se maintient tout au long de I’étude. Cette augmentation pondérale est associée a

une forte augmentation de la prise alimentaire et de la taille des repas. Ces résultats sont
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Figure 39. Impact du régime HFD sur le systéme 26RFa/GPR103 central

Le régime HFD favorise le développement d’une insulino résistance centrale.
Dans ce contexte, I'insuline ne stimule plus I'expression de 26RFa par les
neurones hypothalamiques lors d’une charge en glucose. En revanche, chez la
souris HFD, le 26RFa central est toujours capable d’activer ces cibles
hypothalamiques afin de stimuler la sécrétion périphérique d’insuline.
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cohérents avec I’effet orexigene du 26RFa précédemment décrit (Chartrel et al. 2011) ainsi qu’avec
les résultats obtenus lors d’une infusion chronique icv de 43RFa chez la souris HFD (Moriya et al.

2006).

Par ailleurs, la dépense énergétique tend a étre inférieure chez les souris traitées par le 26RFa
ce qui naturellement peut contribuer également a la prise de poids chez les souris. Moriya et
coll ont rapporté que I’infusion chronique centrale de 43RFa a 1’aide de pompes osmotiques
durant 14 jours réduisait la thermogénése de facon indépendante de 1’effet orexigene du 43RFa.
Ainsi une modification de la thermogénése ne peut étre écartée pour expliquer les résultats que
nous avons obtenus. Enfin, la modification de la dépense énergétique que nous avons observee
dans notre étude est difficilement attribuable a une diminution de I’activité locomotrice puisque

qu’aucune différence n’a été observée entre les souris traitées et les souris controles.

Compte tenu de ’ensemble des résultats concernant 1’implication du 26RFa dans la régulation
centrale de la glycémie, I’un des objectifs de cette étude était d’évaluer I’'impact d’une infusion
icv chronique de 26RFa sur I’homéostasie du glucose chez la souris obése et hyperglycémique.
Durant I’ensemble du protocole d’expérimentation, nous avons mesuré itérativement la
glycémie ainsi que I’insulinémie a jeun. En dépit d’un poids corporel significativement
supérieur chez les souris traitées, celles-ci ne présentent pas de modification significative de la
glycémie a jeun. Cependant, ce maintien de la glycémie a jeun se réalise au prix d’une
insulinémie plus élevée (bien que non significative) chez les souris traitées 26RFa. Compte tenu
de I’étroite relation entre 1’obésité et I’insulinémie (Kim et al. 2017), Nous ne pouvons pas exclure
I’hypothése que 1’augmentation de I’insulinémie reléve d’une conséquence indirecte de
I’augmentation du poids corporel observée chez les souris traitées. Il faut cependant noter que
dans le travail de Moriya, les souris traitées avec le 43RFa présentaient une augmentation
similaire de I’insulinémie a 14 jours de traitement et ce malgré une restriction alimentaire
imposée pour limiter les conséquences de ’effet orexigéne du 43RFa (Moriya et al. 2006). Il est
donc possible que cette 1égere augmentation d’insuline soit effectivement liée au 26RFa bien
que pas suffisante pour améliorer significativement la glycémie a jeun chez les souris traitées.
L’exploration métabolique compléte réalisée a I’issue de I’infusion chronique de 4 semaines de

26RFa n’objective pas d’amélioration de I’homéostasie du glucose.
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Au total, cette étude montre que les effets centraux du 26RFa observés chez la souris normo-
pondérale sont maintenus chez la souris HFD. Les injections aigués de 26RFa améliorent la
tolérance au glucose en stimulant la sécrétion d’insuline. En revanche, I’administration
chronique icv de 26RFa ne permet pas d’améliorer significativement le phénotype obese et
hyperglycémique des souris HFD. Le r6le du 26RFa pourrait s’ inscrire plutot dans les processus
de régulation de la glycémie a court terme en opposition a 1I’absence d’effet sur la régulation
sur le long court. Des résultats similaires sont décrits pour le GLP-1. Des injections aigués icv
de GLP-1 augmentent la sécrétion d’insuline cependant 1’administration centrale chronique de

GLP-1 ne permet pas d’améliorer I’homéostasie du glucose (Tuduri et al. 2015).

Dans notre étude, I’effet orexigéne du 26RFa semble prépondérant, provoque une prise de poids
chez les souris traitées qui pourrait masquer les potentiels effets bénéfiques du peptide sur
I’homéostasie du glucose. Pour s’affranchir de cet effet orexigéne du 26RFa, il faudrait
envisager un groupe per fed avec une restriction alimentaire imposée pour les souris traitées par
le 26RFa pour maintenir des poids identiques entre les groupes traités et controles. Cette étude
permettrait de séparer les effets relevant de ’activité orexigene du 26RFa des effets purement

glycémiques.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L’ensemble de ces travaux de thése a permis de mieux caractériser le fonctionnement du
systeme 26RFa/GPR103 dans les conditions d’obésité associée a I’hyperglycémie chronique. Il
apparait alors que le systéeme 26RFa/GPR103 peut se concevoir en deux systemes distincts : le

systeme périphérique et le systéme central.

Tout d’abord, on peut concevoir un systeme 26RFa/GPR103 périphérique dont les effets anti-
hyperglycémiant, insulinotrope et insulino-sensibilisateur sont totalement abolis en condition
d’obésité et d’hyperglycémie chronique chez la souris HFD. D’autre part, on pourrait
individualiser le systétme 26RFa/GPR103 central ou [I’effet anti-hyperglycémiant et
insulinotrope des injections aigués de 26RFa est maintenu. En fin de compte, les effets centraux
du 26RFa semblent préservés des conséquences déléteres du régime HFD la ou les effets

périphériques sembles étre directement abolis par la lipotoxicité induite par le régime.

La description des possibles lien entre la périphérie et le central ouvre de larges perspectives
d’étude. Ainsi, des résultats préliminaires obtenus dans notre équipe suggerent que le 26RFa ne
traverse pas la BHE. L’étude réalisée a I’aide de 26RFa couplé a un fluorochrome chez la souris
normo-pondérale pourra étre complétée par 1’utilisation de 26RFa radiomarqué. La
caractérisation du passage, ou non, du 26RFa au travers de la BHE constitue un élément clé de
compréhension de la physiologie du peptide. De plus, de nombreuses études suggérent que la
fonction et la structure de la BHE sont altérées en condition de lipotoxicité et de glucotoxicité
(Van Dyken & Lacoste 2018). Il conviendra alors de déterminer le passage du 26RFa a la fois chez
la souris contréle et chez la souris HFD. Par ailleurs, toujours dans la perspective de décrire les
liens entre le systéme périphérique et central, des études de vagotomie permettraient de
déterminer si le 26RFa sécrété par I’intestin active le systéme nerveux entérique et/ou
hépatoportal Figure 40. Ces protocoles d’expérimentation pourraient théoriquement répondre

a ces questions qui sont sans réponse aujourd’hui :

= Le 26RFa sécrété a la périphérie par le duodénum aprés une charge orale en glucose est-
il capable de rejoindre le compartiment central pour activer des cibles
hypothalamiques ?

= |e 26RFa est-il capable d’activer le systéme nerveux entérique ou hépatoportal afin de

transmettre des informations sur 1’état énergétique de I’organisme a I’instar du GIP et

le GLP-1?
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= Comment cette communication, si elle existe, s’effectue en condition d’obésité et

d’hyperglycémie chronique ?

Finalement, pouvons-nous envisager le 26RFa en tant que cible potentielle dans le traitement
du DT2?

La premiére étude que nous avons réalisee a caractérisé un dysfonctionnement du systeme
26RFa/GPR103 périphérique chez la souris HFD. A noter que nous avons testé I’effet d’une
injection aigué et non chronique ou séquentielle et dans un modéle déja avancé d’obésité et
d’hyperglycémie. Un protocole expérimental avec injections répétées de 26RFa peut étre
envisagé au cours de I’induction du phénotype, c’est-a-dire durant les toutes premieres
semaines de régime afin d’évaluer un éventuel effet préventif du 26RFa sur les

dysfonctionnements de la régulation de la glycémie observés chez les souris HFD.

La seconde étude que nous avons effectuée avec 1’infusion centrale du peptide a confirmé I’ effet
orexigene responsable d’une prise de poids. Afin de mieux comprendre les effets d’un tel
traitement sur le métabolisme du glucose, il apparait nécessaire d’envisager un protocole
d’étude avec un groupe per fed. Outre I’intérét de ce groupe pour I’étude du métabolisme
glucidique, il permettrait également de mieux décrire le réle du traitement par 26RFa sur la

lipogenese.

Enfin, cette étude a suggéré que la 26RFa semble plus particulierement impliqué dans la
régulation a court terme de la glycémie. Parallelement, la sécrétion de 26RFa n’est pas continue
mais rythmée par la prise alimentaire et les périodes de jeGne. Ainsi, le 26RFa est fortement
sécrété par ’intestin aprés une charge orale en glucose (Prévost et al. 2015), et 1’expression
hypothalamique est augmentée aprés un jeline prolongé (Takayasu et al. 2006). Dans ce contexte,
I’injection continue de 26RFa ne correspond possiblement pas a la physiologie du peptide et

des injections aigués mais répétées mériteraient d’étre testées.

Pour compléter les études que nous avons menées, nous projetons d’évaluer le systéme 26RFa
au cours des traitements par des analogues du GLP-1 et/ou des doubles-agonistes GLP1/GIP a
la fois chez le rongeur mais aussi chez les patients traités via un dosage sérique EIA que nous

venons de mettre au point.
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Pour conclure, le champ d’investigations du 26RFa reste encore extrémement large tant en
physiologie que dans les modéles physiopathologiques ; dans les compartiments central et
périphérique. Aussi, son utilisation thérapeutique reste évidemment attractive méme si elle

souléve encore de nombreuses interrogations auxquelles il faudra répondre préalablement.
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ROLE DU SYSTEME 26RFA/GPR103 DANS LA REGULATION DE LA GLYCEMIE DANS UN MODELE MURIN D’OBESITE
ET D’HYPERGLYCEMIE CHRONIQUE

ER : Le neuropeptide 26RFa ainsi que son récepteur GPR103 constituent un systeme peptidergique impliqué dans la régulation de la glycémie. En
effet, il a récemment été montré que le 26RFa exerce une activité de type incrétine. Le 26RFa est sécrété par le duodénum aprés une charge orale
en glucose et active directement son récepteur pancréatique afin de stimuler la sécrétion d’insuline induite par le glucose. Parallelement, le 26RFa
augmente la sensibilité a I’insuline. Enfin, les derniéres études de notre laboratoire ont montré que le 26RFa était aussi impliqué dans la régulation
centrale de la glycémie. En effet, il a été mis en évidence que ce peptide constituait un des relais de I’insuline centrale, il exerce un effet anti-
hyperglycémiant associé a une augmentation de la sécrétion d’insuline. Alors que la régulation de la glycémie est fortement altérée dans certaines
pathologies telles que 1’obésité associée au diabéte de type 2, aucune étude n’a évalué le fonctionnement du systéme 26RFa/GPR103 dans ces
conditions. Dans ce contexte, nous avons voulu déterminer I’impact d’un régime riche en graisse (régime high fat diet — HFD) sur les effets du
26RFa dans la régulation de la glycémie. La premiére étude de cette thése décrit I’impact du régime HFD sur les effets périphériques du 26RFa en
particulier son action incrétine. La seconde caractérise les effets centraux du 26RFa dans ce contexte physiopathologique. Enfin, la derniére étude
précise les effets d’une infusion chronique centrale de 26RFa sur le phénotype obése et hyperglycémique des souris HFD.

Dans un premier temps, nous avons soumis des souris a un régime HFD auxquelles nous avons injecté par voie intra-péritonéale du 26RFa durant
différents tests métaboliques. L’ensemble des résultats obtenus nous a permis de mettre en évidence que les effets anti-hyperglycémiants du 26RFa
sont totalement abolis chez les souris HFD. En effet, dans ce contexte, le 26RFa ne semble plus capable de stimuler la sécrétion d’insuline par le
pancréas et I’effet insulino-sensibilisateur du peptide est fortement réduit. Ces résultats ont été confirmés dans un modéle de culture de cellules B
pancréatiques humaines en condition de lipotoxicité, ou nous avons pu montrer que le 26RFa ne stimule plus la sécrétion d’insuline. De plus, la
perte de I’effet insulinotropique du 26RFa peut étre expliquée par une diminution de I'immunomarquage du GPR103 dans les ilots pancréatiques
tandis que la diminution des effets insulino-sensibilisateurs du 26RFa peut étre en partie liée a une réduction de 1’expression du GPR103 dans les
organes cibles de I’insuline : le muscle et le tissu adipeux. En conclusion de ce premier travail, les effets périphériques du 26RFa semblent totalement
abolis chez la souris HFD. Dans une seconde étude, nous avons effectué des injections intra-cérébro-ventriculaires (icv) de 26RFa chez la souris
rendue obese et hyperglycémique durant différents tests métaboliques. Cette étude nous a permis de mettre en évidence que les effets centraux du
26RFa ne sont pas impactés par le régime HFD. En effet, dans ces conditions, le 26RFa exerce toujours un effet anti-hyperglycémiant en stimulant
la sécrétion d’insuline. Dans ce contexte ou le 26RFa conserve ses effets centraux, nous avons souhaité déterminer les effets d’une infusion
chronique icv de 26RFa sur le phénotype obése et hyperglycémique des souris HFD. Ainsi, "utilisation de mini-pompes osmotiques nous a permis
d’injecter de fagon continue durant 4 semaines du 26RFa dans le cerveau des souris HFD. Les résultats de cette étude ne nous ont pas permis de
mettre évidence un effet bénéfique du 26RFa sur ’homéostasie du glucose chez les souris HFD. En effet, le 26RFa exerce un effet orexigéne
puissant qui pourrait masquer les effets du 26RFa sur la régulation de la glycémie observés lors d’injections aigués.

Finalement 1’ensemble des travaux de cette thése nous révéle que le systéme 26RFa/GPR103 central et périphérique ne sont pas impactés de la
méme facon par un régime riche en graisse. En effet, tandis que le systéme périphérique perd totalement ses effets gluco-régulateurs, le systeme
central quant a lui conserve ses effets anti-hyperglycémiants. Face a ce constat, il apparait aujourd’hui nécessaire d’évaluer les possibles
communications/interactions entre ces systemes central et périphérique dans ce modele HFD. Enfin, le traitement chronique central que nous avons
effectué ne semble pas améliorer la régulation glycémique chez les souris traitées. Toutefois, s’agissant de la premiére étude a avoir évalué les effets
chroniques du 26RFa dans un contexte d’obésité associée a I’hyperglycémie, d’autres protocoles d’expérimentation sont nécessaires pour poursuivre
I’analyse du systéme 26RFA en situation physiopathologique.

Mots Clés : Neuropeptide, 26RFa, Homéostasie Glucidique, Obésité, Diabéte de type 2

EN: Recent studies revealed that the neuropeptide 26RFa and its receptor, GPR103, are involved in the regulation of glucose homeostasis. Indeed,
it was shown that 26RFa exerts an incretin effect. 26RFa is mainly secreted by the duodenum after an oral glucose challenge and it acts directly on
the pancreas to stimulate the glucose-induced insulin secretion. Moreover, 26RFa can improve insulin sensitivity. Finally, a recent study from our
team provided evidence that 26RFa is also involved in the central regulation of glycemia and relays the central effect of insulin. Indeed, central
26RFa induces a robust anti-hyperglycemic effect associated with an increase of peripheral insulin secretion. It is well known that the regulation of
glycemia is altered in obesity and diabetes but the effect of 26RFa in this pathology remains unknown. The aim of this thesis was to evaluate the
consequences of a high fat diet (HFD) on the gluco-regulatory effect of 26RFa. The first study aimed to evaluate the impact of a HFD on the incretin
effect of 26RFa. The second study aimed to characterize the central effect of 26RFa in those pathophysiological conditions. Finally, the third study
aimed to determine the effect of a chronic central administration of 26RFa on the obese/hyperglycemic phenotype of the HFD mice.

Firstly, intraperitoneal injection of 26RFa in HFD mice revealed that the antihyperglycemic effect of 26RFa is totally lost in this model. Indeed, in
the HFD mice, 26RFa is not able to increase the glucose-induced insulin secretion and the insulin sensitive effect of the peptide is dramatically
impaired. These in vivo data were confirmed using beta cells cultured in lipotoxic conditions as, in this in vitro model, the insulinotropic effect of
26RFa is totally abolished. This loss of insulinotropic effect of 26RFa is probably due to a down regulation of GPR103 production in the beta cells
whereas the loss of insulin sensitive effect may be caused by the down regulation of GPR103 expression in the insulin sensitive tissues such as the
muscle and the adipose tissue. Secondly, we carried out intracerebroventricular (icv) injection of 26RFa in high fat mice while performing metabolic
tests. This experiment revealed that the HFD does not alter the central effect of 26RFa as the neuropeptide is still able to induce an antihyperglycemic
effect and to enhance glucose-induced insulin secretion. In this context in which 26RFa retains its central effects, we determined the effects of a
chronic icv infusion of 26RFa in the obese/hyperglycemic mice. Using osmotic mini pumps, we found that chronic administration of 26RFa is
unable to improve glucose homeostasis of the HFD mice. We hypothesize that the orexigenic effect of 26RFa is stronger that its antihyperglycemic
effect and that, consequently, the gluco-regulatory effect of 26RFa may be masked by the increase of food intake and body weight.

Altogether, these results support the view that the central and peripheral effects on glucose homeostasis of the 26RFa/GPR103 peptidergic system
are differentially impacted by the HFD. Indeed, the peripheral effects of 26RFa are totally abolished in HFD conditions whereas the central effects
are maintained. It appears now necessary to strengthen our knowledge on the communication between those two systems (peripheral and central).
Finally, the chronic central treatment of the HFD mice seems ineffective to improve glucose homeostasis in this pathophysiological context.

Key words: Neuropeptide, 26RFa, Glucose Homeostasis, Obesity, Type 2 Diabetes
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