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Résumé 
 

L’aggrecan : un modulateur pour la détection des hormones périphériques par les 

neurones de l’hypothalamus 

 

La prise alimentaire est régulée au niveau central par l'activation ou la 

désactivation des neurones NPY/AgRP orexigènes situés dans le noyau arqué de 

l'hypothalamus (ARH), un centre majeur de la régulation du métabolisme. L'implication 

des neurones NPY dans le contrôle de la prise alimentaire dépend largement de leur 

capacité à détecter les hormones métaboliques circulantes, telles que la ghréline et la 

leptine, qui sont libérées dans la circulation par les organes périphériques. Les neurones 

NPY sont situés à la frontière entre l'ARH et l'éminence médiane (EM), un organe 

circumventriculaire qui facilite l'entrée des molécules périphériques circulantes à côté de 

l'ARH via un réseau dense de capillaires fenêtrés. Cependant, les molécules circulantes 

qui atteignent l'EM se heurtent à une barrière de diffusion, située exactement à la frontière 

entre l'EM et l'ARH et dont les propriétés et la nature sont inconnues. Les neurones à 

NPY sont encastrés dans une matrice extracellulaire spécifique du cerveau appelée 

réseau péri-neuronal (PNN). Ce réseau dense et complexe de protéines extracellulaires 

pourrait expliquer la barrière de diffusion qui empêche le libre accès des molécules 

circulantes aux neurones à NPY. L'objectif de cette étude était de déterminer le rôle joué 

par le PNN entourant les neurones à NPY dans la restriction de la diffusion des molécules 

circulantes vers l'ARH et d'évaluer son impact sur la réponse neuronale aux hormones 

métaboliques véhiculées par le sang. 

 

 

Mots-clés : aggrecan ; réseau peri-neuronal ; neurones NPY ; noyau arqué ; prise 

alimentaire ; éminence médiane. 
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Abstract 
 

Agrecan : a modulator of peripheral hormone detection by hypothalamic neurons 

 

Food intake is centrally regulated by the activation or deactivation of orexigenic 

NPY/AgRP neurons located in the arcuate nucleus of the hypothalamus (ARH), a major 

regulatory center of metabolism. The involvement of NPY neurons in the control of food 

intake depends largely on their ability to detect circulating metabolic hormones, such as 

ghrelin and leptin, which are released into the circulation by peripheral organs. NPY 

neurons are located at the border between the ARH and the median eminence (ME), a 

circumventricular organ that facilitates the entry of circulating peripheral molecules next 

to the ARH via a dense network of fenestrated capillaries. However, circulating molecules 

reaching the ME collide to a diffusion barrier, located exactly at the ME/ARH boundary 

and whose properties and nature are unknown. NPY neurons are embedded in a brain-

specific extracellular matrix called peri-neuronal network (PNN). This dense and complex 

network of extracellular proteins could account for the diffusion barrier which prevents the 

free access of circulating molecules to NPY neurons. The goal of this study was to 

determine the role played by the extracellular matrix surrounding NPY neurons in the 

restriction of circulating molecule diffusion to the ARH and to evaluate its impact on the 

neuronal response to blood-borne metabolic hormones. 

 

 

Key words : aggrecan ; perineuronal net ; NPY neurons ; arcuate nucleus ; food intake ; 

median eminence. 
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Introduction 
 

En 1878, Claude Bernard introduit le concept de « milieu intérieur » dans son ouvrage 

« Introduction à l’étude de la médecine expérimentale ». Cette notion sera précisée en 

1929 par Walter Bradford Cannon qui la définira par le terme « d’homéostasie 

» : les êtres vivants constituent un milieu fermé à l’intérieur duquel des constantes clés 

(pH, température, pression, glycémie…) sont maintenues à un équilibre malgré les 

variations extérieures (Cannon 1929). Ainsi, la notion d'homéostasie énergétique se 

réfère à la capacité de l’organisme de maintenir un état d’équilibre entre les apports 

énergétiques fournis par la prise alimentaire et les dépenses énergétiques de cet 

organisme. 

 Max Kleiber a été le premier à établir le lien entre la dépense énergétique quotidienne 

et le poids corporel (Kleiber 1932). Le maintien de cet équilibre est finement régulé par une 

communication constante entre la périphérie et le système nerveux central (SNC), 

permettant ainsi de minimiser l’impact des variations quotidiennes de la balance 

énergétique sur la masse grasse et le poids corporel (Woods et al. 1998). Un déséquilibre 

de ces apports énergétiques peut amener à des états pathologiques tels que l’obésité. 

La régulation de la prise alimentaire est essentielle au maintien de l’homéostasie 

énergétique et les mécanismes mis en jeu sont largement étudiés. 

 

1. Structures et molécules impliquées dans la prise alimentaire 
 

Les signaux métaboliques produits par les organes périphériques gastro- intestinaux 

(GI), le foie, le pancréas, et le tissu adipeux sont intégrés au niveau du SNC qui induira 

en retour une réponse adaptée pour maintenir l’homéostasie énergétique (Figure 1). 
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1.1. Les grandes étapes de la régulation de la prise alimentaire 

 

Différents facteurs environnementaux comme le stress, la quantité de nourriture 

disponible, les propriétés organoleptiques des aliments ou encore des évènements 

sociaux peuvent influencer notre consommation de nourriture. Dans les années 50, deux 

grandes théories sur la régulation de la prise alimentaire s’opposent : la théorie 

glucostatique de Mayer (Mayer 1953), et la théorie lipostatique de Kennedy (Kennedy 

1953). Alors que Mayer établit un lien entre la glycémie et la prise alimentaire, proposant 

ainsi que les réserves glucidiques soient le seul informateur du statut énergétique de 

l’organisme, Kennedy établit quant à lui qu’afin d’assurer l’équilibre de la balance 

énergétique, le SNC se tient informé en permanence de l’état de ses réserves via des 

molécules anorexigènes, nommées « signaux d’adiposité » et exprimées 

proportionnellement au tissu adipeux. Si la théorie de Kennedy est aujourd’hui vérifiée 

expérimentalement, les signaux d’adiposité étant considéré comme les facteurs de 

Figure 1 : Les principaux acteurs impliqués dans la prise alimentaire 

Le système nerveux central intègre les signaux métaboliques périphériques, et met en 

place en retour une réponse adaptée dans le but de maintenir l’homéostasie énergétique. 

Ces différents signaux peuvent être de nature hormonale (insuline, leptine, ghréline), 

peptidique, ou encore être des nutriments issus de la digestion (glucose, acides aminés, 

acides gras…) Ils sont produits par le pancréas, le tissu adipeux et tractus gastro-intestinal 

(GI) dont fait partie l’estomac. 
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régulation à long terme de l’homéostasie énergétique, la variation de la glycémie pourrait 

également jouer un rôle dans l’initiation de la prise alimentaire, et donc la régulation à 

court terme de celle-ci. En effet, bien que des études aient montré que l’injection 

périphérique de glucose, avec ou sans insuline ne modifiait pas temporellement le début 

de la prise alimentaire, ni la taille du repas (BERNSTEIN and GROSSMAN 1956; 

Nicolaidis and Rowland 1976), d’autres études montrent en revanche une induction de la 

prise alimentaire suite à l’injection d’insuline (Epstein and Teitelbaum 1967; Larue-

Achagiotis and Le Magnen 1979; MacKay, Callaway, and Barnes 1940) ou d’analogues 

non métabolisables du glucose (Likuski, Debons, and Cloutier 1967; Smith and Epstein 

1969; Stricker and Rowland 1978). De plus, des techniques plus récentes permettant la 

mesure continue de la glycémie chez des rats libres de leurs mouvements, en contraste 

avec les expériences précédentes nécessitant des mesures discrètes de la glycémie à 

des intervalles fixés, ont montré une brève diminution de la glycémie juste avant l’initiation 

de la prise alimentaire (Campfield, Brandon, and Smith 1985; Louis-Sylvestre and Le 

Magnen 1980; Steffens 1969). Cette partie présente ces deux types de signaux et 

comment ils régulent la prise alimentaire. 

 
1.1.1. Régulation à court terme de la prise alimentaire 

 

La régulation de la prise alimentaire à court terme permet le contrôle de la fréquence 

(satiété), mais surtout de la taille (satiation) des repas. Celle-ci peut être vue comme un 

cycle, dont les étapes principales sont l’initiation de la prise alimentaire, médiée par des 

signaux orexigènes comme la baisse de la glycémie ou la sécrétion de ghréline, hormone 

orexigène majoritairement sécrétée par l’estomac (Cummings et al. 2001; Mayer 1953), 

la satiation, médiée par des signaux satiétogènes et permettant le contrôle de la taille 

des repas par l’arrêt de l’ingestion de nourriture, et la satiété, médiée par des signaux 

anorexigènes permettant le contrôle de la fréquence des repas en déterminant le temps 

passé entre chaque repas sans manger (Wilde 2009) (Figure 2). 

De façon générale, les signaux permettant la régulation à court terme de la prise 

alimentaire informant le SNC du statut nutritionnel de l’organisme sont intégrés au niveau 

du complexe vagal dorsal localisé dans le tronc cérébral grâce au nerf vague (Ritter 

2004). Le nerf vague innerve l’ensemble des organes gastro-intestinaux (GI), le foie et le 

pancréas et permet de recueillir les signaux, satiétogènes pour la plupart, produits par 

ces différents organes en réponse à la prise alimentaire. Les signaux hormonaux 
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sécrétés par ces organes peuvent également gagner l’area postrema, un organe 

circumventriculaire appartenant au complexe vagal dorsal, via la circulation sanguine. 

 

  

1.1.1.1.  L‘initiation de la prise alimentaire 

Des études ont montré une diminution transitoire de la glycémie avant chaque 

repas, et qu’une injection de glucose suffisamment rapide permet de reporter le repas de 

plusieurs heures (Campfield et al. 1985; Louis-Sylvestre and Le Magnen 1980). 

L’hypoglycémie préprandiale contribue donc à l’initiation de la prise alimentaire. Cette 

information est intégrée au niveau du SNC, et plus précisément dans l’hypothalamus et le 

complexe vagal dorsal. Il existe en effet dans l’hypothalamus et le complexe vagal 

dorsal des neurones dits gluco-senseurs, c’est à dire sensibles aux variations de glucose 

(Mizuno and Oomura 1984; Wang et al. 2004). En particulier, certaines zones cérébrales 

telles que la région hypothalamique proche de l’éminence médiane ou l’area postrema 

Figure 2 : Représentation des trois grandes étapes du cycle de la prise alimentaire 

La prise alimentaire peut être envisagée comme un cycle, démarrant par une phase d’initiation provoquée 

par la diminution de la glycémie et l’augmentation du taux de ghréline plasmatique. Ces signaux informent 

le système nerveux central (SNC) soit via le tronc cérébral (flèche pointillée rouge vers tronc cérébral bleu 

clair) soit directement au niveau du cerveau (flèche rouge pleine vers cerveau bleu foncé). L’initiation de la 

prise alimentaire est suivie par la satiation qui consiste en l’arrêt de la prise alimentaire. Elle détermine la 

taille des repas. Les signaux satiétogènes permettent la régulation de la prise alimentaire à court terme 

(nutriments issus de la digestion, les hormones sécrétées en réponse à ces nutriments et la distension 

gastrique) et sont principalement intégrés au niveau du tronc cérébral (flèche rouge pleine vers tronc 

cérébral bleu clair). Enfin, la satiété est régie par les signaux permettant la régulation de la prise alimentaire 

à long terme et détermine le temps passé entre chaque repas sans manger (et donc le nombre de repas). 



- 22 - 
 

sont directement informées des variations de glucose circulant parce que la barrière 

hémato-encéphalique (BHE) n’y est pas fonctionnelle (cf. « La barrière hémato-

encéphalique ») (Mayer et al. 2006; Silver and Erecińska 1998). Ces neurones gluco-

senseurs, connectés entre eux, sont donc capables de détecter rapidement une variation 

de la glycémie et de mettre en place une réponse adaptée. 

 L’augmentation de la concentration plasmatique de ghréline, une hormone 

orexigène produite par les cellules de l’estomac, joue également un rôle dans l’initiation 

de la prise alimentaire. Cette hormone est décrite ci-dessous (cf. « Régulation à long 

terme de la prise alimentaire »). 

 

1.1.1.2. L’étape de satiation de la prise alimentaire à court terme 

• Les signaux directs informant le système nerveux central de la satiation 

La distension de l’estomac, causée par l’arrivée du bol alimentaire dans cet organe, 

est un premier signal mécanique dont l’effet satiétogène – se traduisant par l’arrêt de 

l’ingestion - est médié par l’activation du nerf vague via les mécanorécepteurs présents 

à ses terminaisons (Phillips and Powley 1996; Ritter 2004). En effet, après une vagotomie 

totale, la distension gastrique n’entraîne plus la satiété (Phillips and Powley 1998). En 

parallèle, les différents nutriments résultant de la digestion mécanique et enzymatique 

des aliments - tels que des sucres, des acides gras, des acides aminés ou des peptides 

– sont des signaux informant les structures cérébrales de l’état métabolique de la 

périphérie directement via le nerf vague (en activant les récepteurs couplés aux protéines 

G présents aux terminaisons afférentes) ou via la circulation sanguine (Schwartz et al. 

2000; Zheng and Berthoud 2008). 

 

• Les signaux indirects informant le système nerveux central de la satiation 

Les nutriments issus de la digestion peuvent également induire la satiation de façon 

indirecte en stimulant la production par d’autres organes périphériques de peptides ou 

d’hormones satiétogènes tels que le peptide YY3-36 (PYY3-36) , le Glucagon- Like-Peptide-

1 (GLP-1) ou la cholécystokinine (CCK) (Chaudhri, Wynne, and Bloom 2008). 

La sécrétion de la CCK par l’intestin grêle est déclenchée par les acides aminés et 

acides gras résultant de la digestion du bol alimentaire (Gibbons et al. 2016). Ce peptide 

a un effet satiétogène car son injection périphérique diminue la taille des repas de façon 
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dose-dépendante (Gibbs, Young, and Smith 1973). Cet effet est médié majoritairement 

par le nerf vague (Moran et al. 1997; Raybould 2007). Il existe deux récepteurs de la CCK 

: CCK-A et CCK-B. Cependant, l’effet satiétogène de la CCK semble être sous-tendu par 

le récepteur CCK-A. En effet, le blocage pharmacologique de CCK-A entraîne 

l’augmentation de la prise alimentaire chez la souris (Hirosue et al. 1993) et l’injection 

d’un antagoniste de CCK-A entraîne l’augmentation de la taille des repas chez le rat 

(Moran et al. 1992). De plus, une étude portant sur des rats n’exprimant pas ce récepteur 

montre que ceux-ci sont obèses, et que la taille ainsi que la fréquence de leur repas sont 

augmentées. Ces résultats montrent également le rôle satiétogène (taille des repas) de la 

CCK (Marco, Schroeder, and Weller 2009). Outre la stimulation du nerf vague, la CCK 

prévient la vidange gastrique, et stimule la sécrétion de l’insuline (cf. « Régulation à long 

terme de la prise alimentaire ») de la même manière que l’augmentation de la glycémie. 

Le PYY3-36 et le GLP-1 sont deux peptides satiétogènes co-synthétisés par l’intestin 

au cours de la phase post-prandiale (Dumoulin et al. 1995). A l’instar de la CCK, leur 

concentration plasmatique augmente rapidement après le début de la prise alimentaire, et 

ils sont produits proportionnellement à l’apport énergétique consommé (Adrian et al. 

1985; Elliott et al. 1993). Leurs effets sont majoritairement médiés par le nerf vague (Koda 

et al. 2005) mais le PYY3-36 est également capable d’agir au niveau central en inhibant 

les neurones exprimant le neuropeptide Y (NPY) situés dans le noyau arqué de 

l’hypothalamus (ARH) via sa fixation sur des récepteurs exprimés par les neurones à 

NPY (Abbott et al. 2005). 

Il est à noter que la régulation de la prise alimentaire au niveau de l’hypothalamus est 

principalement médiée par les signaux « d’adiposité » (cf. « Régulation à long terme de 

la prise alimentaire »), impliqués dans son contrôle à long terme. Dans le paragraphe 

suivant, nous nous attacherons à décrire les différents signaux impliqués dans la 

régulation à long terme de la pris alimentaire. 

 

1.1.2. Régulation à long terme de la prise alimentaire 
 

L’ensemble des mécanismes décrits ci-dessus sont suffisants pour réguler la 

sensation de faim d’un repas à l’autre, mais ne permettent pas une action durable sur le 

maintien de l’équilibre de la balance énergétique ou du poids global de l’individu. Ce rôle 

revient aux signaux d’adiposité (Bauer, Hamr, and Duca 2016; Cummings and Overduin 

2007; Woods et al. 1998). Plusieurs critères doivent être respectés pour qu’une hormone 
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puisse être considérée comme un signal d’adiposité. En particulier, une telle hormone doit 

être produite proportionnellement à la quantité de tissu adipeux présent dans l’organisme, 

provoquer une perte de poids due à leur effet anorexigène au niveau central, et amener 

à une prise de poids due à une augmentation de l’alimentation en étant inhibée. Seules 

l’insuline et la leptine, hormones produites respectivement par les cellules β des îlots de 

Langherans du pancréas et par le tissu adipeux blanc ont été reconnues comme étant 

des signaux d’adiposité (Figlewicz 2003; Morton et al. 2006). 

 

• L’insuline  

L’insuline, hormone hypoglycémiante codée par le gène Ins, est la première hormone 

à avoir été définie comme signal d’adiposité (Woods et al. 1979). Bien qu’elle ne soit pas 

sécrétée directement par le tissu adipeux, sa concentration plasmatique est 

proportionnelle à la quantité de masse grasse (Polonsky et al. 1988). L’insuline est 

également capable d’informer le SNC de l’état de réserve de l’organisme. En effet, son 

récepteur – INSR, un hétéro-tétramère transmembranaire – est présent au niveau de 

l’hypothalamus et du complexe vagal dorsal (Havrankova, Roth, and Brownstein 1978; 

Unger, Moss, and Livingston 1991). De plus, cette hormone a la capacité de rejoindre le 

SNC via un transport saturable impliquant un processus de transport médié par le 

récepteur de l’insuline (Baura et al. 1993). L’injection intracérébrale d’insuline mène à une 

diminution de la prise alimentaire ainsi que du poids corporel (Woods et al. 1979). D’autre 

part, l’invalidation du gène codant le récepteur à l’insuline par une approche Cre/loxP 

dans les cellules souches neuro-épithéliales, conduisant à l’absence du récepteur à 

l’insuline spécifiquement dans le cerveau, induit une hyperphagie et une obésité chez le 

rat (Bruning et al. 2000). 

 

• La leptine 

La leptine a été la seconde hormone d’adiposité découverte et est aujourd’hui 

considérée comme le signal d’adiposité majeur puisque produit par le tissu adipeux blanc 

(Masuzaki et al. 1995; Zhang et al. 1994). Il s’agit d’une hormone anorexigène codée par 

le gène Ob et très conservée au cours de l’évolution (Denver, Bonett, and Boorse 2011). 

La leptine est sécrétée proportionnellement à la quantité de triglycérides présents dans le 

tissu adipeux blanc (Frederich et al. 1995). D’ailleurs, une diminution du poids corporel 

due à la fonte des réserves adipeuses entraîne une chute de la concentration 
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plasmatique de leptine, et inversement (Ahrén et al. 1997; Havel et al. 1996; Keim, Stern, 

and Havel 1998). La leptinémie varie aussi en fonction du statut métabolique (Saladin et 

al. 1995). Elle diminue lorsque le statut énergétique de l’individu baisse, par exemple lors 

d’une mise à jeun. En revanche, l’accès à la nourriture après une mise à jeun restaure le 

niveau initial de leptine (Ahlma et al. 1996; Becker et al. 1995; Trayhurn et al. 1995). La 

leptine est capable d’informer le SNC, et plus précisément l’ARH où son récepteur est 

exprimé par les neurones à NPY et à pro-opiomélanocortine (POMC), de l’état des 

réserves périphériques. 

Des signaux nutritionnels, mais également hormonaux modulent l’expression de la 

leptine en réponse à une variation de l’équilibre énergétique. Alors que l’insuline et les 

glucocorticoïdes favorisent la production de leptine, (Dagogo-Jack 2001) la lipolyse 

engendrée par les catécholamines régule négativement la transcription de la leptine 

(Trayhum et al. 1998). De plus, la leptine elle-même régule négativement son expression 

génique. Une fois sécrétée, la leptine peut circuler dans le sang sous forme libre, sous 

laquelle elle sera active, ou sous forme liée, en particulier à une forme soluble de son 

récepteur la rendant inactive. En effet, une étude a montré qu’elle se lie principalement à 

la forme soluble du récepteur à la leptine LepRe (Myers, Cowley, and Münzberg 2008). 

Il existe six isoformes du récepteur à la leptine (LepRa-f), résultant de l’épissage alternatif 

du gène Db (Lepr). L’ensemble des isoformes du récepteur à la leptine possèdent un 

domaine commun de fixation de la leptine. Ils diffèrent au niveau de leur domaine 

intracellulaire. L’isoforme LepRe est le seul ne possédant pas de domaine 

transmembranaire et donc présent sous forme soluble, ce qui lui permet de se lier à la 

leptine circulante (voir ci-dessus). L’isoforme LepRb, aussi connu sous l’appellation « 

forme longue du récepteur à a leptine », est la forme responsable de l’action de la leptine 

dans le maintien de l’homéostasie énergétique (Bjørbæk et al. 1998). 

La fixation de la leptine sur LepRb permet le recrutement et l’activation de JAK2, qui 

en retour va s’auto-phosphoryler et phosphoryler trois tyrosines différentes du domaine 

intracellulaire de LepRb : Y985, Y1077 et Y1138. Chacun de ces sites de phosphorylation 

déclenche une voie de signalisation différente, et donc des réponses physiologiques 

distinctes. C’est la phosphorylation de l’acide aminé Y1138 qui sous- tend l’effet de la 

leptine dans la régulation de l’homéostasie énergétique en activant la voie de signalisation 

STAT3 (Transducteur de signal et activateur de transcription 3) (Myers et al. 2008). 
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Comme évoqué précédemment, la d iminut ion de la leptinémie induit une 

augmentation de la prise alimentaire. D es injections intracérébrales et intrapéritonéales 

de leptine chez des rats conduisent à une diminution de la prise alimentaire (Campfield 

et al. 1995; Halaas et al. 1995; Rentsch, Levens, and Chiesi 1995; Seeley et al. 1996). 

Une mutation ponctuelle du gène Ob mène à l’expression d’une forme non fonctionnelle 

de la leptine. Les souris portant la double mutation du gène Ob, dites Ob/Ob, deviennent 

hyperphagiques et obèses, appuyant de ce fait l’importance de l’effet anorexigène de la 

leptine dans le cadre du maintien de l’équilibre de la balance énergétique (Zhang et al. 

1994). Enfin, le traitement chronique de souris Ob/Ob âgées de 5 semaines par de la 

leptine exogène permet d’éviter le développement d’une obésité (Pelleymounter et al. 

1995). 

 

• La ghréline 

Contrairement à l’insuline et à la leptine, la ghréline est libérée de façon inversement 

proportionnelle à la quantité de tissu adipeux. En effet, la concentration plasmatique de 

ghréline est corrélée négativement avec le poids de rats non obèses (Sugiishi et al. 2013), 

et avec l’indice de masse grasse chez l’Homme (Wadden et al. 2012). 

Décrite pour la 1ère fois en 1999, la ghréline a été identifiée comme ligand pour le 

récepteur GHS-R (Growth Hormone Secretagogue Receptor). Sécrétée principalement 

par les cellules de la sous-muqueuse de l’estomac (Date et al. 2000; Kojima et al. 1999), 

la ghréline est la seule hormone métabolique périphérique ayant un effet orexigène 

(Tschop, Smiley, and Heiman 2000). Cette petite protéine de 3 kDa requiert d’être n- 

octanoylée sur la 3ème sérine pour être active et pouvoir se lier à son récepteur (Bednarek 

et al. 2000; Kojima et al. 1999). En effet, la forme désacylée non active de la ghréline ne 

se lie pas au récepteur à la ghréline, et ses effets physiologiques potentiels ne sont pas 

encore totalement déterminés (Delhanty, Neggers, and Van Der Lely 2014). Cette 

modification post-traductionnelle de la ghréline est médiée par l’enzyme GOAT (ghréline 

O-acyltransferase), qui transfère un groupe acyl provenant des acides gras sur la 3ème 

serine de la ghréline (Gutierrez et al. 2008; Trivedi et al. 2017; Wellman and Abizaid 

2015). Ce processus se déroule dans le reticulum endoplasmique, avant que la ghréline 

n’atteigne l’appareil de Golgi (Li, Mulholland, and Zhang 2016). Le blocage de la GOAT 

réduit l’impact de la ghréline sur la prise alimentaire, ce qui se traduit par une diminution 

de la prise alimentaire et du gain de poids corporel (Wellman and Abizaid 2015). 
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Il existe deux formes du récepteur à la ghréline : le GHS-R1a et le GHS-R1b. Le GHS- 

R1b correspond à une forme tronquée non fonctionnelle de la protéine, donc seule la 

forme GHS-R1a est fonctionnelle. Ce récepteur est exprimé majoritairement dans 

l’hypothalamus, même si on le retrouve également dans le complexe vagal dorsal, aux 

terminaisons des afférences du nerf vague, et est également faiblement exprimé dans 

d’autres organes périphériques tels que l’intestin ou le pancréas (Zigman et al. 2006). 

Toutefois, parmi tous les organes exprimant le GHS-R1a, l’hypothalamus et le complexe 

vagal dorsal semblent jouer un rôle prépondérant car ce sont les seuls organes dont les 

neurones sont activés suite à l’injection intrapéritonéale de ghréline (Nakazato et al. 2001; 

Tschop et al. 2000). Si la forme GHS-R1b ne lie pas directement la ghréline, elle peut 

néanmoins se dimériser avec la forme GHS-R1a, et ainsi diminuer l’activité basale du 

récepteur à la ghréline. En effet, des études ont montré que la forme GHS-R1a présente 

une activité constitutive, indépendamment de la présence d’agoniste (Holst and Schwartz 

2004). 

Le GHS-R1a possède les mêmes caractéristiques que les récepteurs couplés aux 

protéines G, à savoir 7 segments transmembranaires et est couplé avec la protéine 

Gαq/11. La protéine Gαq/11 active la phospholipase C, elle-même activant le phospho-

inositol menant à la mobilisation des stocks intracellulaires de calcium. Des données 

récentes mettent cependant en évidence que l’action de la ghréline dans la régulation 

de l’énergie homéostasique est sous-tendue par la voie de signalisation de la cible à la 

rapamycine (mTOR), aussi bien dans l’hypothalamus que le complexe vagal dorsal 

(Martins et al. 2012; Zhang et al. 2013). Le rôle pivot de mTOR pour l’effet orexigène de 

la ghréline dans les neurones de l’hypothalamus est aujourd’hui clairement admis, et le 

marquage de la protéine mTOR phosphorylée (pmTOR) peut être utilisé pour identifier 

les neurones activés par la ghréline (Martins et al. 2012). 
La concentration plasmatique de ghréline varie en fonction de la prise alimentaire. En 

effet, peu de temps avant la prise alimentaire – environ 20 à 30 minutes -, le taux de 

ghréline circulant est élevé ce qui informe le système nerveux de la baisse du niveau 

énergétique. Cela entraîne la sensation de faim, et par conséquent la consommation de 

nourriture. La concentration circulante de ghréline chute dans l’heure qui suit la prise 

alimentaire (Cummings et al. 2001). De même, alors que la concentration plasmatique de 

ghréline augmente chez des animaux mis à jeun, elle revient à son niveau basal lorsqu’ils 

sont renourris (Tschop et al. 2000). Ces données suggèrent que tout comme 
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l’hypoglycémie transitoire pré-prandiale, le pic de sécrétion de ghréline joue un rôle dans 

l’initiation de la prise alimentaire. 

Pour cela, de la même manière que l’insuline et la leptine, la ghréline va agir au 

niveau des neurones de l’ARH. Nous nous attacherons à montrer dans la suite de cette 

partie comment ces différents signaux sont intégrés au niveau central pour la régulation de 

la balance énergétique. 

 
1.2. Les régions du système nerveux central impliquées dans la perception des 

signaux régulateurs de la prise alimentaire 
 

Comme décrit précédemment, il existe une multitude de signaux périphériques 

participant au contrôle à court et à long terme de la prise alimentaire, et donc au maintien 

de l’homéostasie énergétique et du poids corporel. C’est Mohr qui pour la première fois 

établira un lien entre le poids corporel et le SNC en 1840 (Brobeck 1946). Quelques 

années plus tard, Bailey et Bremer iront plus loin en observant que des chiens devenaient 

obèses après une lésion hypothalamique, établissant ainsi un lien entre l’obésité et 

l’hypothalamus (Bailey and Bremer 1921). 

L’hypothèse de l’hypothalamus comme centre régulateur métabolique semble se 

confirmer avec la découverte du rôle majeur de deux noyaux hypothalamiques dans les 

années 40-50 (cf. « L’hypothalamus, un centre intégrateur majeur dans la régulation de 

la prise alimentaire »). Il faudra attendre encore 30 ans avant la première mise en évidence 

expérimentale du rôle du tronc cérébral dans l’intégration des signaux métabolique 

périphériques satiétogènes à partir d’un modèle de rats décérébrés chroniques, i.e. dont 

les parties antérieure et postérieure du cerveau sont dissociées de façon chirurgicale 

(Grill and Kaplan 1992; Grill and Norgren 1978). En effet, le tronc cérébral n’était jusque-

là considéré que comme un relais permettant d’acheminer les informations périphériques 

jusqu’au « véritable » centre intégrateur, l’hypothalamus. En particulier, au sein du tronc 

cérébral, le complexe vagal dorsal évoqué précédemment joue un rôle crucial dans 

l’intégration des signaux périphériques. 

 
1.2.1. Le tronc cérébral : un centre intégrateur à part entière dans la régulation de la 

prise alimentaire 

 

La transmission des signaux métaboliques de la périphérie vers le complexe vagal 

dorsal, où l’information sera intégrée, est médiée par le nerf vague (Crespo et al. 2014; 
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Keesey and Powley 2008). L’activation du nerf vague via les mécano/chémo-récepteurs 

présents à ses extrémités déclenche la libération d’acétylcholine qui va activer les 

neurones du noyau du tractus solitaire (NTS). L’importance du nerf vague pour la 

transmission de l’information au tronc cérébral a été montrée par Phillips et Powley 

(Phillips and Powley 1998) (cf. « Régulation à court terme de la prise alimentaire »). Plus 

précisément, le nerf vague transmet les informations périphériques au complexe vagal 

dorsal, composé de trois structures principales situées très proches les unes des autres 

: l’area postrema, le noyau moteur dorsal du nerf vague et le noyau du tractus solitaire 

(NTS). Globalement, les informations médiées par les métabolites circulants arrivent par 

l’area postrema, et les informations nerveuses atteignent le NTS. Le NTS lui-même est 

connecté à l’hypothalamus afin de coordonner la mise en place de réponses adaptées 

pour l’organisme. 

Des données montrent une augmentation de l’activation neuronale dans le NTS, 

observée par la détection de l’expression de c-fos (marqueur de l’activation neuronale) 

dans ces neurones, suite à l’induction artificielle de la distension gastrique à l’aide d’un 

ballon placé dans l’estomac, confirmant l’intégration de l’information périphérique au 

niveau du complexe vagal dorsal (Vrang et al. 2003). 

D’autres données mettent également en évidence l’intégration de l’information par le 

tronc cérébral médiée par des signaux d’adiposité, alors que ce rôle était auparavant 

uniquement attribué à l’hypothalamus. La découverte de la présence des récepteurs à 

l’insuline, à la leptine et à la ghréline (Faulconbridge et al. 2003; Mercer et al. 1998; Unger 

et al. 1991) à la surface des neurones du complexe vagal dorsal sont en accord avec 

ces observations. 

Venant confirmer cette idée, l’augmentation de la prise alimentaire suivant l’injection 

dans le troisième et quatrième ventricule (3V et 4V respectivement) de ghréline montre 

l’action de la ghréline au niveau du tronc cérébral (Faulconbridge et al. 2003). De même, 

l’injection de leptine dans le 4V entraîne une diminution de la prise alimentaire chez le 

rat (Grill et al. 2002) alors que la délétion du récepteur à la leptine uniquement dans le 

complexe vagal dorsal entraîne une hyperphagie et une rapide augmentation du poids 

corporel (Garfield et al. 2012). De plus, la phosphorylation de STAT3 (voie de 

signalisation de la leptine) et l’expression de c-fos dans les neurones de l’hypothalamus 

et du complexe vagal dorsal après injection de leptine démontre une action directe de la 

leptine au niveau du tronc cérébral (Hosoi et al. 2002; Sachot et al. 2007). Enfin, 
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l’hypothalamus mais également le complexe vagal dorsal possèdent des neurones 

gluco-senseurs. Ces neurones peuvent être excités ou inhibés en présence de glucose et 

forment entre eux un réseau permettant la mise en place d’une réponse adaptée (Marty, 

Dallaporta, and Thorens 2007). 

Il existe donc des connexions, directes et indirectes, entre le complexe vagal dorsal 

et l’hypothalamus, permettant un contrôle fin de la prise alimentaire. Notamment, l’ARH, 

le noyau paraventriculaire de l’hypothalamus (PVH) et l’aire latérale de l’hypothalamus 

(LHA) reçoivent les afférences directes des neurones du NTS et projettent vers eux en 

retour, ainsi que sur le noyau moteur dorsal du nerf vague (Figure 3). L’hypothalamus et 

le complexe vagal dorsal sont également indirectement connectés entre eux par 

l’intermédiaire du noyau parabrachial (Berthoud 2002). 

Toutefois, bien que le complexe vagal dorsal commence à être reconnu comme un 

centre intégrateur, l’hypothalamus reste le centre principal de l’intégration des signaux 

métaboliques périphériques. 

 

Figure 3 : Circuits principaux impliqués dans le contrôle de la prise alimentaire 

Les signaux d’adiposité (leptine et insuline, respectivement sécrétée par le tissu adipeux et le pancréas) ainsi que la ghréline 

rejoignent le noyau arqué (ARH) dont les neurones expriment leurs récepteurs par la circulation sanguine. Les signaux 

satiétogènes (nutriments, contractions mécaniques de l’estomac, cholecystokinine…) mais aussi la ghréline sont des 

signaux intégrés au niveau du noyau du tractus solitaire (NTS) dans le complexe vagal dorsal via le nerf vague. Les noyaux 

hypothalamiques (ARH, noyau paraventriculaire (PVH), aire latérale de l’hypothalamus (LHA)) et le NTS communiquent 

entre eux afin de mettre en place une réponse adaptée pour le maintien de l’énergie homéostasique. 
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1.2.2. L’hypothalamus : un centre intégrateur majeur dans la régulation de la prise 
alimentaire 

L’hypothalamus est une structure cérébrale localisée à la base du cerveau et 

composé de douze paires de noyaux hypothalamiques. Ces noyaux hypothalamiques 

sont disposés de façon symétrique de part et d’autre du 3V, une cavité cérébrale dans 

laquelle circule le liquide céphalo-rachidien (Figure 4). 

 

 

 

 

Dans les années 40, les travaux d’Hetherington et Ranson mettent en évidence le rôle 

de l’hypothalamus, et plus particulièrement du noyau ventro-médian de l’hypothalamus 

(VMH) dans le contrôle de l’homéostasie énergétique. 

En effet, leurs travaux ont montré que seule une lésion du VMH entraîne une obésité 

et une hyperphagie chez le rat alors que la lésion des autres noyaux hypothalamiques n’a 

pas d’effet sur une prise de poids (Brobeck, Tepperman, and Long 1943; Hetherington 

1944; Hetherington and Ranson 1940). Ces résultats suggèrent le rôle important du VMH 

dans le contrôle négatif de la balance énergétique, ce qui lui valut la dénomination de « 

Figure 4 : Les noyaux hypothalamiques impliqués dans la prise alimentaire 

Les noyaux hypothalamiques sont répartis de façon symétrique de part et d’autre du troisième ventricule (3V) 

dans lequel circule le liquide céphalo-rachidien (LCR). Les noyaux hypothalamiques sont le noyau 

paraventriculaire (PVH), l’aire hypothalamique dorsale (DHA), l’aire peri-fornicale (PFA), le noyau dorso-médian 

(DMH), le noyau ventro-médian (VMH), l’aire latérale de l’hypothalamus (LHA) et le noyau arqué (ARH). 

L’éminence médiane (EM) est un organe circumventriculaire qui délimite ventralement l’hypothalamus. 
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centre de la satiété » (Kennedy 1950). 

A l’inverse, des lésions dans le noyau latéral hypothalamique (LHA) étaient associées 

à une diminution du poids et de la prise alimentaire alors que la stimulation de ce noyau 

hypothalamique induit un effet opposé, suggérant un rôle majeur du noyau latéral 

hypothalamique dans la régulation positive de la balance énergétique. En opposition 

au VMH, le LHA a donc été qualifié de « centre de la faim » (Anand and Brobeck 1951). 

Même s’il n’est plus d’actualité, ce modèle a été un point de départ important pour les 

expériences ultérieures sur l’intégration centrale des informations métaboliques 

périphériques. Cinquante ans plus tard, une nouvelle carte des principaux noyaux 

hypothalamiques participant à l’homéostasie énergétique est apparue impliquant l’ARH, 

le VMH, le noyau dorso-médian de l’hypothalamus (DMH), le LHA et le PVH, (Elmquist, 

Elias, and Saper 1999; Williams, Harrold, and Cutler 2000). 

L’hypothalamus est un centre intégrateur majeur des signaux métaboliques circulants. 

Les neurones de l’ARH étant parmi les premiers au contact de ces signaux périphériques 

– tels que la leptine ou la ghréline -, ils sont dits de premier ordre (Ciofi et al. 2009). Ils 

projettent ensuite vers les noyaux hypothalamiques ou extra-hypothalamiques dits de 

second ordre, à savoir le VMH, le DMH, le PVH et la LHA. Toutefois, les projections de 

l’ARH établissent particulièrement des connections avec le PVH et la LHA (Cone 2005; 

Schwartz et al. 2000). 

Avec le VMH, le PVH constituerait le 2ème centre de la satiété. A l’instar du VMH, la 

stimulation du PVH entraîne une diminution de la prise alimentaire alors que sa 

destruction bilatérale augmente la prise alimentaire et provoque l’obésité (King et al. 

1989). Le PVH exprime également des neuropeptides anorexigènes tels que l’hormone de 

libération de la corticotropine (CRH) (Glowa et al. 1992) ou l’hormone de libération de la 

thyrotropine (TRH) (Kow and Pfaff 1991). Il joue également un rôle dans la réponse 

efférente vers les organes périphériques, comme la lipolyse ou l’oxydation des acides 

gras (Foster, Song, and Bartness 2010). En opposition au VMH et au PVH, le LHA 

exprime quant à lui des neuropeptides orexigènes tels que les orexines ou l’hormone de 

concentration de la mélanine (MCH) (Williams et al. 2000). Ainsi, lorsque les signaux 

d’adiposité – ghréline, leptine, insuline - atteignent l’ARH, cela déclenche la sécrétion des 

neuropeptides orexigènes et anorexigènes qui vont activer les voies anaboliques ou 

cataboliques correspondantes (Figures 3 et 5). 
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1.2.3. Le noyau arqué 
 

La localisation stratégique de l’ARH à l’interface avec le LCR circulant dans le 3V et 

l’éminence médiane (EM) (cf. « Caractéristiques des organes circumvemtriculaires ») lui 

permet un accès privilégié aux hormones métaboliques circulantes telles que la leptine 

et la ghréline (Ciofi et al. 2009). Toutefois, L’accès des molécules périphériques à l’ARH 

est limité d’une part par la BHE et d’autre part par les barrières physiologiques présentes 

Figure 5 : Principaux circuits hypothalamiques impliqués dans l'induction d'une réponse centrale aux 
signaux d’adiposité 

Les signaux d’adiposité (leptine ; insuline) atteignent le noyau arqué (ARH) via l’éminence médiane (EM) afin d’activer 
leurs récepteurs localisés sur les neurones exprimant le neuro-peptide Y (NPY) et la pro-opiomélanocortine (POMC). 
Ces neurones sont dits de premier ordre, et projettent vers les neurones de second ordre localisés dans les autres 
noyaux hypothalamiques (aire latérale de l’hypothalamus (LHA) ; noyau ventro-médian (VMH) ; noyau dorso-médian 
(DMH) ; noyau paraventriculaire (PVH)). Ces différents circuits permettent d’induire une réponse orexigène (flèches 
vertes) ou anorexigène (flèches rouges). Les signaux d’adiposité inhibent les circuits orexigènes et activent les circuits 
anorexigènes, menant à une diminution de la prise alimentaire et favorisant la dépense énergétique. 



- 34 - 
 

aux interfaces EM/LCR et EM/ARH (cf. « 2.3. Les barrières physiologiques permettant de 

contrôler l’accès des molécules circulantes au noyau arqué »). 

Il a été montré que l’ARH joue un rôle crucial dans la réponse anorexigène induite par 

la leptine. En effet, alors que des injections intra-cérébro-ventriculaires de leptine dans 

l’ARH conduisent à une diminution de la prise alimentaire (Satoh et al. 1997), des 

animaux chez qui l’ARH a été détruit ne perdent pas de poids malgré l’injection intra-

cérébro-ventriculaires de leptine (Dawson et al. 1997; Tang-Christensen et al. 1999). 

Une étude a répertorié l’ensemble des neurones exprimés dans l’hypothalamus grâce à 

une technique de séquençage de cellule unique (Campbell et al. 2017). Parmi ces 

différentes populations neuronales, nous retrouvons tout particulièrement les neurones à 

NPY, les neurones à pro-opiomélanocortine (POMC), et les neurones à tyrosine 

hydroxylase qui participent toutes les trois à la régulation de l’homéostasie énergétique. 

 

Deux populations neuronales aux effets antagonistes ont été identifiées au sein de 

l’ARH : les neurones co-exprimant le NPY et le peptide associé à l’agouti (AgRP) (Hahn 

et al. 1998) et les neurones co-exprimant la POMC et le transcrit régulé par la cocaïne et 

l’amphétamine (CART) (Elias et al. 1998). 

Ces neurones expriment des récepteurs pour les hormones métaboliques circulantes. 

En particulier, le récepteur à la ghréline est exprimé quasiment exclusivement par les 

neurones à NPY/AgRP de l’ARH. En effet, une étude basée sur la co-expression des 

neuropeptides NPY ou POMC avec l’ARNm codant pour le GHS-R1a montre que ce 

récepteur est exprimé dans 94 ±1% des neurones NPY contre seulement 8 ±2% des 

neurones POMC (Willesen, Kristensen, and Rømer 1999). Les récepteurs à l’insuline et 

à la leptine sont quant à eux exprimés à la fois par les neurones NPY/AgRP et 

POMC/CART (Baskin et al. 1999; Benoit et al. 2002; Cheung, Clifton, and Steiner 1997). 

 
La leptine est largement décrite comme médiant son effet anorexigène via la fixation 

à son récepteur exprimé à la surface des neurones POMC/CART. La fixation de la leptine 

induit l’expression des neuropeptides CART et POMC, et le clivage de la POMC mène à 

la production de nombreux peptides, dont l’hormone stimulant les mélanocytes (α-MSH). 

Ce peptide se fixe sur le récepteur 4 de la mélanocortine (MC4R), présent à la surface 

des neurones POMC mais également des neurones du PVH, et active le circuit 

catabolique permettant la dépense énergétique et la diminution de la prise alimentaire 
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(voir le paragraphe « L’hypothalamus : un centre intégrateur majeur dans la régulation de 

la prise alimentaire). 

La présence du récepteur à la leptine également à la surface des neurones 

NPY/AgRP suggère que cette hormone agit aussi sur cette population neuronale. Des 

expériences électrophysiologiques montrent effectivement que l’ajout de leptine dans la 

chambre d’enregistrement stimule l’entrée de calcium dans les neurones à POMC et la 

freine dans les neurones à NPY (Wang et al. 2008). L’ajout de leptine induit également la 

dépolarisation et l’augmentation de la fréquence de décharge de potentiels d’action des 

neurones à POMC alors qu’elle inhibe les neurones à NPY (Cowley et al. 2001; Van Den 

Top et al. 2004). Des données plus récentes viennent appuyer l’importance de l’inhibition 

des neurones à NPY par la leptine, et placent même les neurones à NPY comme première 

cible de la leptine (Xu et al. 2018). 

 
Les neurones NPY/AgRP expriment aussi les récepteurs à la ghréline contrairement 

aux neurones POMC/CART qui ne l’expriment pas ou très peu (Willesen et al. 1999). 

Cela suggère que l’action de la ghréline est médiée principalement par les neurones à NPY. 

Notamment, il a été montré que la destruction ciblée des neurones AgRP/NPY de l’ARH 

par la toxine diphtérique injectée à des souris génétiquement modifiées exprimant le 

récepteur à cette toxine supprimait l’effet orexigène de la ghréline (Luquet, Phillips, and 

Palmiter 2007). De plus, la ghréline est à l’origine d’une augmentation de calcium 

intracellulaire dans les neurones NPY (Kohno et al. 2003) et stimule la production des 

neuropeptides NPY et AgRP par ces neurones (Kamegai et al. 2001). Cela suggère que 

ces deux neuropeptides médient l’action orexigène de la ghréline. 

Cette hypothèse a été largement confirmée. En effet, l’expression ubiquitaire de l’ADN 

complémentaire (ADNc) de l’AgRP humain chez des souris transgéniques grâce au 

promoteur de l’actine béta provoque l’hyperphagie et l’obésité chez ces animaux 

(Ollmann et al. 1997). Parallèlement, l’injection intra-cérébro-ventriculaire de vecteurs 

viraux induisant la surexpression des neuropeptides NPY et AgRP dans les neurones du 

PVH et de la LHA mène à une augmentation de la prise alimentaire et du poids corporel 

chez ces animaux (De Backer, La Fleur, and Adan 2011; Tiesjema et al. 2007). Il a 

également été observé que l’injection intra-cérébro-ventriculaire aigue d’AgRP (Rossi et 

al. 1998) ou de NPY (Glenn Stanley et al. 1986) augmente la prise alimentaire et que 

l’injection intra-cérébro-ventriculaire chronique de NPY entraîne l’obésité (Glenn Stanley 
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et al. 1986). 

Les neuropeptides AgRP et NPY sous-tendent l’action orexigène de la ghréline de 

deux façons différentes. Alors que l’AgRP est un antagoniste du MC4R et bloque de ce 

fait la fixation de l’α-MSH sur celui-ci, le NPY induit l’expression des neuropeptides 

orexigènes MCH et les orexines par les neurones de la LHA. 

Récemment, une population de neurones localisés dans l’ARH, les neurones à 

tyrosine hydroxylase (TH) ont été identifiés comme jouant un rôle dans la prise 

alimentaire. Notamment, ces neurones expriment le récepteur à la ghréline, et médient 

l’effet orexigène de la ghréline (Pirnik et al. 2014; Zhang and Van Den Pol 2016). 

 

 
En résumé, l’initiation de la prise alimentaire est due à une baisse transitoire de 

l’hypoglycémie et un pic de sécrétion de ghréline précédant les repas. L’ensemble 

des signaux satiétogènes biochimiques et mécaniques générés par l’arrivée du bol 

alimentaire dans l’estomac informent le complexe vagal dorsal localisé dans le 

tronc cérébral via le nerf vague et induisent l’arrêt de l’alimentation, contrôlant ainsi 

la taille des repas à court terme. En parallèle, les signaux d’adiposité informent 

l’hypothalamus de l’état des réserves de l’organisme. Celui-ci communique avec le 

complexe vagal dorsal pour adapter les réponses métaboliques à court et long 

terme. Il a été démontré que l’action des molécules périphériques au niveau du 

SNC est nécessaire à la régulation fine de la balance énergétique et l’induction 

d’une réponse adaptée pour le maintien de cet équilibre. En particulier, les effets 

antagonistes de la ghréline et de la leptine se complètent, et leur signal est intégré 

au niveau de l’ARH, plus précisément par les neurones NPY/AgRP et POMC/CART. 

L’accès de ces hormones métaboliques circulantes aux neurones de l’ARH est 

donc un préalable essentiel au maintien de l’homéostasie énergétique. Nous nous 

attacherons dans la partie suivante à décrire les différentes voies d’accès 

possibles pour ces hormones à l’ARH. En particulier, nous décrirons la régulation 

stricte de l’entrée des molécules, au sein du cerveau, par la barrière hémato-

encéphalique (BHE) et nous présenterons les portes d’accès spécifiques qui 

permettent de contourner la BHE.
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2. Communication entre cerveau et périphérie 

La régulation de la prise alimentaire, décrite dans la partie précédente, est un exemple 

illustrant l’importance majeure de la communication entre le cerveau et la périphérie pour 

la fine régulation des fonctions physiologiques. Pourtant, le cerveau est isolé du reste de 

la périphérie par BHE, et les échanges entre cerveau et périphérie sont fortement 

contrôlés. 

 

2.1. La barrière hémato-encéphalique 
 

Ce sont les travaux de Paul Ehrlich en 1885 qui mettent pour la première fois en 

évidence la notion d’une structure protectrice propre au cerveau. Il a constaté qu’après 

l’injection intrapéritonéale d’un colorant vital chez la souris, seuls les organes 

périphériques étaient colorés et non le cerveau. Il faudra cependant attendre les travaux 

d’Edwin Goldmann en 1909 et 1913 pour confirmer l’existence d’une barrière entre le 

cerveau et la périphérie grâce à l’injection de bleu Trypan dans un premier temps dans la 

circulation sanguine en périphérie puis dans le LCR. En effet, l’injection de ce colorant 

dans la circulation sanguine a induit la coloration de tous les organes à l’exception du 

cerveau, alors que lors de son injection dans le liquide cérébrospinal, seul le cerveau a 

été coloré par le bleu Trypan. 

Le terme de « barrière hémato-encéphalique » fait sa première apparition dans la 

littérature en 1900 avec Lewandowski, bien que la localisation plus précise des jonctions 

serrées à l’origine de la BHE au niveau des capillaires sanguins n’ait été découverte que 

des décennies plus tard (Reese and Karnovsky 1967). 

La BHE est généralement décrite comme une interface dynamique permettant de 

préserver l’homéostasie du milieu cérébral et de protéger le SNC en contrôlant les 

échange de la périphérie vers celui-ci et inversement. C’est pourquoi son intégrité 

structurale et fonctionnelle est fondamentale pour garantir le bon fonctionnement des 

neurones et cellules gliales. A l’appui de ce propos, il a été démontré que la disruption de 

la BHE est impliquée dans de nombreuses pathologies neurologiques, telles que la 

maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson la sclérose en plaque ou encore la sclérose 

latérale amyotrophique (Zlokovic 2008). 
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2.1.1. Structure de la barrière hémato-encéphalique 
 

Les capillaires cérébraux sont le support de la BHE. Toutefois, les cellules 

endothéliales de ces capillaires forment des interactions avec les cellules gliales et les 

neurones du SNC, et ces interactions sont cruciales pour la mise en place et le maintien 

de la BHE. En 2001 est né le concept d’unité neuro-glio-vasculaire (UNGV), dans le but 

de mettre en valeur cette relation unique entre ces acteurs vasculaires, gliaux et 

neuronaux (Stroke 2001). L’UNGV est composé successivement par les cellules 

endothéliales, les péricytes, la membrane basale, les astrocytes et les neurones 

(Zlokovic 2008) (Figure 6). 

Les cellules endothéliales des capillaires sanguins cérébraux appartenant à la BHE 

possèdent certaines caractéristiques qui les différencient des autres cellules 

endothéliales bordant les vaisseaux sanguins périphériques. Elles possèdent des 

complexes jonctionnels, permettant à la fois de limiter la diffusion paracellulaire des 

molécules, mais également de maintenir la polarisation de ces cellules endothéliales. 

Elles ne possèdent pas non plus de fenestrations (Figure 6). Le rôle de barrière physique 

de la BHE est de ce fait principalement assumé par ces jonctions. Il en existe plusieurs 

sortes, les principales étant les jonctions serrées et les jonctions adhérentes. Celles-ci 

se succèdent dans un ordre précis (Bazzoni and Dejana 2004) et font intervenir 

l’interaction entre des protéines transmembranaires et cytosolique liées entre elles et au 

réseau d’actine composant le cytosquelette de la cellule (Hawkins and Davis 2005; Huber, 

Egleton, and Davis 2001; Wolburg et al. 1994). 

Les jonctions serrées sont particulièrement importantes et font intervenir trois 

protéines intégrales, à savoir la claudine, l’occludine et les molécules d’adhésion de 

jonctions, ainsi que diverses protéines cytoplasmiques accessoires dont les zonula 

occludens (ZO). Il existe trois isoformes de ZO : ZO-1, ZO-2 et ZO-3. Parmi elles, ZO- 1 

fut la première identifiée (Stevenson et al. 1986). De plus, elle est particulièrement 

importante pour l’intégrité du complexe jonctionnel de la BHE puisqu’en son absence, la 

perméabilité endothéliale est augmentée (Abbruscato et al. 2002; Fischer et al. 2002; 

Mark and Davis 2002). 

Les péricytes entourant les cellules endothéliales ainsi que les cellules endothéliales 

produisent respectivement la membrane basale externe et interne. Principalement 

composé de collagène de type IV, laminine et fibronectine, ce dépôt de matrice extra-

cellulaire (MEC) forme une structure tridimensionnelle fournissant un support aux 

cellules endothéliales. Ce rôle est d’une importance cruciale pour le maintien de 
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l’intégrité de la BHE, dans la mesure où la digestion de cette membrane basale par des 

métalloprotéases ou collagénases induit l’apparition de pathologies occasionnées par la 

disruption de la BHE, comme par exemple l’œdème cérébral (Gasche et al. 2006). 

 

 

2.1.2. Rôles de la barrière hémato-encéphalique 
 

La BHE a donc un rôle de protection du SNC, notamment contre des neurotoxines 

provenant de la nourriture, de traitements pharmaceutiques ou de notre environnement 

et qui pourraient circuler en périphérie. Cette fonction est d’autant plus indispensable 

qu’à l’âge adulte, la capacité du SNC à se régénérer est limitée dans la mesure où la 

neurogenèse n’existe que dans de rares niches (Lim, Huang, and Alvarez-Buylla 2007). 

La BHE permet donc de contrôler la diffusion des molécules. En effet, de nombreuses 

molécules sont communes au cerveau et à la périphérie. La BHE permet donc d’éviter un 

phénomène de diaphonie (Bernacki et al. 2008), i.e. d’interférence de deux signaux entre 

eux. 

Enfin, la BHE permet de maintenir l’homéostasie ionique du SNC, mais permet 

également les échanges nécessaires à la survie des neurones comme le dioxygène ou 

Figure 6 : Comparaison de la structure d'un vaisseau sanguin de la barrière hémato-encéphalique et d'un vaisseau 
fenêtré 

La caractéristique principale des vaisseaux de la barrière hémato-encéphalique est l’expression de jonctions serrées entre les cellules 

endothéliales, empêchant la diffusion para-cellulaire des molécules circulantes du lumen du vaisseau vers l’extérieur du vaisseau. En 

revanche, les vaisseaux fenêtrés n’expriment pas ces jonctions serrées, et les fenestrations entre les cellules endothéliales favorisent la 

diffusion passive des molécules depuis le lumen vers l’extérieur du vaisseau. 
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certains nutriments comme le glucose, principale source d’énergie neuronale. Cette 

diffusion peut se faire de façon passive pour certains nutriments. Pour les autres 

nutriments ou certains ions, des transporteurs ou canaux spécifiques assurent un 

approvisionnement adéquat au SNC. De plus, l’expression de ces transporteurs ou 

canaux aux surfaces basale (luminale) et apicale des cellules endothéliales contribue au 

maintien de leur polarité (Abbott, Rönnbäck, and Hansson 2006; Wolburg et al. 2009). 

Les hormones périphériques telles que la leptine, l’insuline ou la ghréline doivent 

rejoindre l’ARH où sont exprimés leurs récepteurs afin d’induire une réponse centrale 

permettant d’adapter le comportement de l’individu pour le maintien de l’équilibre 

énergétique. Bien que la BHE restreigne la libre diffusion des molécules afin de protéger 

le tissu cérébral, un système de transport saturable impliquant les récepteurs de la leptine 

(Banks et al. 1996), de l’insuline (Baura et al. 1993) ainsi que de la ghréline (Banks et al. 

2002) permet le passage de ces hormones métaboliques vers l’ARH. Toutefois, ces 

mécanismes de transport permettant l’accès au cerveau de la leptine, l’insuline et la 

ghréline ne sont pas uniquement présents au niveau de l’ARH mais à travers l’ensemble 

du SNC (Banks 2008). 

Il existe toutefois des régions cérébrales où la BHE est interrompue (Figure 6), 

facilitant ainsi les échanges entre la périphérie et le SNC indispensables à la régulation 

de nombreuses fonctions physiologiques : il s’agit de la plupart des organes 

circumventriculaires. 

 

2.2. Les organes circumventriculaires : une porte d’accès directe vers le SNC 

 

2.2.1. Caractéristiques des organes circumventriculaires 

 

Les organes circumventriculaires (OCVs) sont des structures neuro-épithéliales 

spécialisées localisées à proximité des 3V et 4V, facilitant la communication entre le SNC 

et la périphérie. Ces structures partagent la particularité d’être richement vascularisées 

par un dense réseau de capillaires dont les cellules endothéliales n’expriment pas ZO-1 

(Mullier et al. 2010; Petrov et al. 1994; Wislocki and King 1936; Wislooki and Leduc 1952), 

à l’exception de l’organe subcommissural (Rodriguez, Rodriguez, and Hein 1998). En 

revanche, ces vaisseaux expriment des marqueurs de fenestration endothéliales. Ces 

fenestrations endothéliales, qui facilitent la diffusion passive des molécules périphériques 

vers le SNC, ont valu aux OCVs la dénomination de « fenêtres du cerveau » (Gross and 

Weindl 1987). 
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Des cellules épendymogliales spécialisées – telles que les tanycytes ou les pituicytes 

– sont également présentes dans les OCVs et bordent les ventricules. Il s’agit de cellules 

bipolaires dont l’unique prolongement vient au contact des capillaires sanguins irriguant 

l’OCV (Krisch, Leonhardt, and Buchheim 1978) ainsi que des terminaisons neuronales 

présentes dans le parenchyme de l’EM (Clasadonte and Prevot 2018). Il a également été 

montré l’existence de jonctions serrées entre elles, notamment au niveau du corps 

cellulaire des tanycytes de l’EM (cf. La barrière à l’interface entre l’éminence médiane et 

le liquide céphalo-rachidien). Enfin, de par leur localisation, les OCVs forment une 

interface privilégiée à la fois entre le sang et le SNC, mais également entre le SNC et le 

LCR (Guerra et al. 2015; Joly et al. 2007). 

Il existe 7 OCVs, dont l’area postrema et l’EM mentionnés précédemment. Selon leurs 

rôles, ils sont divisés en deux catégories : les OCVs sensoriels et les OCVs sécréteurs. 

Comme leur nom l’indique, les OCVs sensoriels – tels que l’area postrema - captent les 

molécules périphériques circulantes afin de transmettre l’information au sein du SNC qui 

induira alors une réponse appropriée, alors que les OCVs sécréteurs – tels que l’EM – 

assurent le transfert des protéines produites par les neurones dans la circulation 

sanguine. Toutefois, malgré sa classification, il a été montré que l’EM est également 

définie comme une porte d’accès de la périphérie vers le cerveau, permettant la diffusion 

passive des molécules circulantes périphériques vers le parenchyme de l’EM, facilitant 

de ce fait leur accès au cerveau (Prevot et al. 2018). 

 

2.2.2. L’area postrema 
 

L’area postrema est la première structure à avoir été définie comme un OCV (Wilson 

1906). De tous les OCVs, l’area postrema est le seul localisé à proximité du 4V et non du 

3V et se trouve au niveau du tronc cérébral. Classé parmi les OCVs sensoriels (Fry and 

Ferguson 2007), sa localisation très caudale lui fait jouer un rôle crucial dans le contrôle 

des fonctions autonomes par le SNC, dont le métabolisme (cf. « Régulation à court terme 

de la prise alimentaire »). La présence de corps cellulaires neuronaux dans le 

parenchyme de l’area postrema permet à ces derniers d’être en contact direct avec les 

molécules circulantes (Dempsey 1973). Longtemps considérée comme une structure 

capable de détecter des molécules périphériques toxiques, à l’origine du réflexe 

émétique et permettant simplement le relais de l’information vers d’autres structures 

plus intégrées du SNC (Borison and Brizzee 1951; Carpenter, Briggs, and Strominger 

1983; Miller and Leslie 1994), des recherches plus récentes suggèrent également que 



- 42 - 
 

l’area postrema joue un rôle d’intégration des signaux métaboliques périphériques. 

Toutefois, comme détaillé précédemment (cf. « Le tronc cérébral : un centre intégrateur 

à part entière dans la régulation de la prise alimentaire »), les signaux intégrés par l’area 

postrema sont essentiellement satiétogènes, permettant le contrôle à court terme de la 

prise alimentaire. En ce qui concerne la régulation à long terme de la prise alimentaire et 

donc du maintien de l’équilibre de la balance énergétique, les signaux périphériques sont 

plutôt intégrés au niveau de l’hypothalamus (cf. « L’hypothalamus : un centre intégrateur 

majeur dans la régulation de la prise alimentaire » et « Le noyau arqué »). 

L’EM, considérée comme une véritable porte de communication vers l’hypothalamus 

et plus précisément l’ARH, joue donc un rôle clé pour l’intégration de ces signaux. 

 
2.2.3. L’éminence médiane 

 

A l’interface entre l’ARH et le 3V, l’EM est située à un carrefour stratégique pour la 

régulation de nombreuse fonctions physiologiques, dont le contrôle de l’homéostasie 

énergétique. L’EM est limitée dorsalement par les tanycytes bordant le plancher du 3V. 

Elle présente latéralement une frontière commune avec l’ARH et est richement 

vascularisée dans sa partie ventrale (Green and Harris 1947). Ces capillaires expriment 

des marqueurs de fenestration, à savoir MECA-32 chez la souris (Schulz and Engelhardt 

2005) et PV-1 chez le rat (Ciofi et al. 2009). 

L’EM fait partie des OCVs sécréteurs (Fry and Ferguson 2007), et permet donc la 

libération dans la circulation sanguine des peptides sécrétés par les neurones de 

l’hypothalamus. Ainsi, de nombreuses terminaisons axonales de neurones sont 

retrouvées dans le parenchyme de l’EM et sont donc en contact direct avec les vaisseaux 

sanguins fenêtrés de l’EM. Les peptides sécrétés sont de ce fait directement pris en 

charge par le réseau vasculaire fenestré. En revanche, les corps cellulaires de ces 

neurones sont localisés dans l’ARH, où les capillaires présentent les caractéristiques de 

la BHE et sont donc protégés des molécules périphériques circulantes. 

La vascularisation par les capillaires fenêtrés bordant ventralement l’EM facilite 

également le passage des molécules de la périphérie vers le cerveau. Cette 

communication de la périphérie vers le cerveau est absolument indispensable pour la 

régulation fine de nombreuses fonctions physiologiques, dont la prise alimentaire comme 

décrit en première partie de cette introduction. Mais si les molécules périphériques 

circulantes peuvent librement diffuser dans le parenchyme de l’EM, les mécanismes 

permettant l’accès de ces molécules au cerveau, et plus particulièrement à l’ARH, ne 
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sont pas complètement élucidés. 

 
2.3. Les barrières physiologiques permettant de contrôler l’accès des molécules 

circulantes au noyau arqué 

 

Bien que les capillaires délimitant ventralement l’EM soient fenêtrés et ne présentent 

pas de jonctions serrées propres à la BHE, facilitant ainsi la diffusion des molécules de la 

périphérie vers le parenchyme de l’EM, d’autres mécanismes existent afin de contrôler 

l’accès de ces molécules au SNC. 

Différentes expériences consistant en l’injection de traceurs colorés tels que le bleu 

Evans ou le bleu Trypan (Mullier et al. 2010; Rodriguez 1976) ou de la peroxydase de 

raifort (HRP) (Krisch et al. 1978) dans la circulation sanguine montrent que ces traceurs 

sont libres de diffuser largement dans le parenchyme de l’EM. Toutefois, ces mêmes 

marqueurs restent bloqués dans le parenchyme de l’EM, sans diffuser vers l’ARH. A 

l’inverse, lorsque le traceur est injecté dans le LCR du 3V ou directement dans l’ARH, il 

ne diffuse que dans l’ARH, sans atteindre l’EM ou d’autres noyaux hypothalamiques. Ces 

expériences mettent donc en évidence l’existence de deux barrières physiologiques, 

l’une séparant le parenchyme de l’EM et l’ARH, et l’autre à l’interface entre le LCR du 3V 

et le parenchyme de l’EM (Figure 7). 

 

Figure 7 : Les barrières physiologiques de l'éminence médiane 

La diffusion passive des molécules périphériques (disque jaune) dans le parenchyme de l’éminence médiane 

(EM) est facilitée par les fenestrations des capillaires fenêtrés bordant ventralement l’EM (schématisé en rouge 

clair, bordure rouge pointillée). Des études suggèrent que les jonctions serrées (hexagones violets) présents 

entre les cors cellulaires des tanycytes bordant le plancher du troisième ventricule (3V) (bleu clair) limitent la 

diffusion des molécules du parenchyme de l’EM vers le 3V. La nature de la barrière de diffusion à la frontière 

entre l’EM et le noyau arqué (ARH) n’est pas connue à ce jour. Quelques études proposent un rôle des 

tanycytes β1 (bleu foncé) dans l’établissement de cette barrière. 
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2.3.1. La barrière à l’interface entre l’éminence médiane et le liquide céphalo- 
rachidien 

L’injection intra-cérébro-ventriculaire de bleu Evans induit la diffusion de ce traceur au 

sein de l’ARH sans qu’il atteigne le parenchyme de l’EM, ce qui révèle l’existence d’une 

barrière entre le LCR circulant dans le 3V et l’EM (Mullier et al. 2010) (Figure 8). 

Le mécanisme moléculaire à l’origine de cette barrière entre l’EM et le LCR repose 

sur l’existence de jonctions serrées entre les cellules à cette interface. En effet, dans les 

OCVs, la protéine ZO-1 a été détectée au niveau des cellules épendymaires (Petrov et 

al. 1994; Smith and Shine 1992). Plus particulièrement dans le cas de l’EM, l’expression 

de la protéine ZO-1 a été mise en évidence entre les corps cellulaires des tanycytes 

bordant le plancher du 3V (Langlet et al. 2013; Mullier et al. 2010). Ces jonctions serrées 

pourraient empêcher la diffusion paracellulaire des molécules entre les tanycytes (Figure 

7) et parallèlement pourraient maintenir la polarité des tanycytes. Cette polarité 

tanycytaire permettrait une prise en charge des molécules par ces cellules et favoriserait 

leur transport orienté. En effet, il a été décrit que la leptine et la ghréline pouvaient accéder 

à l’ARH via transcytose par les tanycytes (Balland et al. 2014; Collden et al. 2015; 

Duquenne et al. 2021). 

 

 

 

Injection intraveineuse 

Bleu Evans 

Injection noyau arqué 

Bleu Evans 

Figure 8 : Visualisation de la barrière de diffusion à la frontière entre l'éminence 
médiane (EM) et le noyau arqué (ARH) 

L’injection du traceur bleu Evans (en blanc) soit par voie intraveineuse (panneau de gauche) 

soit directement au niveau de l’ARH (à droite) permet de visualiser la barrière bidirectionnelle 

de diffusion existant à la frontière entre l’EM et l’ARH. En effet, lorsque le traceur est injecté par 

voie intraveineuse, il diffuse dans le parenchyme de l’EM mais pas vers l’ARH, alors que lorsqu’il 

est injecté au niveau de l’ARH, le traceur diffuse au sein de l’ARH mais pas vers le parenchyme 

de l’EM (Figure issue de Mullier et al., 2010) 
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2.3.2. La barrière à la frontière entre l’éminence médiane et le noyau arqué 

L’EM partageant une frontière tissulaire avec l’ARH, il est envisageable que les 

molécules circulantes ayant gagné le parenchyme de l’EM puissent diffuser au sein de 

l’ARH.  

 

2.3.2.1. Mise en évidence de la barrière entre l’éminence médiane et le noyau arqué 

• Par l’injection de traceurs chimiques  

Chez la souris, l’injection de bleu Evans (Campbell et al. 2017; Jiang et al. 2020; 

Mullier et al. 2010; Rodríguez-Cortés et al. 2022) ou de bleu Trypan (Rodríguez, 

Blázquez, and Guerra 2010) par la voie intraveineuse montre que ces traceurs diffusent 

dans le parenchyme de l’EM sans atteindre l’ARH, mettant ainsi en évidence l’existence 

d’une barrière de diffusion des molécules à la frontière entre ces deux structures. De plus, 

l’injection du bleu Evans dans le 3V (Mullier et al. 2010) ou du bleu Trypan (Rodríguez et 

al. 2010) dans l’ARH montre la diffusion de ces traceurs au sein de l’ARH, sans atteindre 

le parenchyme de l’EM ni les autres noyaux hypothalamiques, montrant que cette barrière 

de diffusion à la frontière entre l’EM et l’ARH est bidirectionnelle (Figure 8). 

Il est à noter que, chez le rat, l’injection d’acide α-amino-isobutyrique (103 Daltons) 

radiomarqué au carbone 14 conduit à la diffusion de cette molécule dans le parenchyme 

de l’EM, mais également au niveau de l’ARH (Shaver et al. 1992). De même, chez le rat, 

la fluorescéine de sodium (332 Daltons) est capable d’atteindre l’ARH après son injection 

intraveineuse (Natah et al. 2005). D’autre part, l’injection intracardiaque de fluorescéine 

chez le rat induit une accumulation de ce composé dans l’EM et une diffusion légère dans 

l’ARH (Martinez and Koda 1988). Ces données suggèrent que la barrière de diffusion des 

molécules à la frontière entre l’EM et l’ARH pourrait présenter des propriétés différentes 

entre les espèces. Il faut cependant rester prudent sur cette conclusion car les 

concentrations de traceurs injectés varient fortement d’une étude à l’autre tout comme 

les méthodes de préparation des tissus pouvant conduire à de mauvaises interprétations 

des résultats. 

 

• Par l’injection de protéines  

L’injection intraveineuse d’HRP chez la souris aboutit à sa diffusion dans le 

parenchyme de l’EM et à son blocage à la frontière avec l’ARH. Inversement, son 

injection intra-cérébro-ventriculaire conduit à sa diffusion dans le parenchyme cérébral 
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sans qu’elle n’atteigne l’EM. Il faut néanmoins noter que ce blocage de la HRP est 

dépendant de la concentration de protéine infusée puisque l’injection intraventriculaire de 

cinq fois plus de protéine conduit à sa diffusion dans l’EM (Broadwell et al. 1983).  

 

• Par l’injection de nutriments  

L’injection intraveineuse de 2-(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)-2-

deoxyglucose (2-NBDG) – un analogue fluorescent du glucose – conduit à sa diffusion 

dans le parenchyme de l’EM et à son blocage à la frontière entre l’EM et l’ARH 

(Rodríguez-Cortés et al. 2022). 

 

• Par détection de molécules circulantes endogènes  

La détection de l’immunoglobuline G (IgG), une molécule circulante endogène de 

poids moléculaire élevé (150 kDa), a été retrouvée abondamment à la frontière entre l’EM 

et l’ARH chez le rat (Natah et al. 2005). Chez la souris, une étude similaire réalisée après 

perfusion ou non des tissus montre une accumulation d’IgG dans le parenchyme de l’EM 

(Ciofi 2011). Nos travaux ont analysé la diffusion de l’albumine endogène circulante dans 

cette région chez la souris et ont montré son blocage à la frontière entre l’EM et l’ARH 

(Kuczynski et al., soumis). 

 

2.3.2.2. Quelques propriétés de la barrière de diffusion à la frontière entre 
l’éminence médiane et le noyau arqué 

• Le blocage des molécules circulantes à la frontière EM/ARH est-il dépendant 
de leur poids moléculaire ? 

Une question légitime s’est alors posée sur la possibilité d’un blocage des molécules 

en fonction de leur poids moléculaire à la frontière EM/ARH. Des études relativement 

récentes se sont attachées à élucider cette question en injectant des traceurs de tailles 

variables afin d’étudier leur diffusion (Morita and Miyata 2012, 2013). La diffusion de 

traceurs de poids moléculaires variables : l’isothiocyanate de fluorescéine (FITC ; 389 

Da) (Morita and Miyata 2012, 2013), du bleu Evans (961 Da) (Morita and Miyata 2012, 

2013), de Dextrans de 3 et 10 kDa couplés à un fluorophore (Morita and Miyata 2013), 

de l’albumine sérique bovine couplée au FITC (environ 68 kDa) (Morita and Miyata 2012) 

et du Dextran 70 kDa couplé au FITC (Morita and Miyata 2012) a été évaluée. Les 

résultats de ces expériences suggèrent que les molécules de faible poids moléculaire 

telles que le FITC ou le bleu Evans, injectés par perfusion trans-cardiaque, diffusent dans 
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le parenchyme de l’EM suivant un gradient de diffusion, les molécules étant fortement 

concentrées dans la zone externe proche des capillaires sanguins, et étant de moins en 

moins concentrées en se rapprochant de la zone épendymaire à proximité du plancher 

du 3V. Un Dextran de 3 kDa, injecté par voie intraveineuse, reste quant à lui 

majoritairement bloqué dans le parenchyme de l’EM et diffuse légèrement dans la partie 

ventrale de l’ARH. Enfin, les molécules de haut poids moléculaires, injectées par voie 

intraveineuse, seraient bloquées dans l’espace peri-vasculaire (Dextran 70 kDa-FITC ; 

Dextran 10 kDa) ou uniquement présentes dans l’ARH et non dans le parenchyme de 

l’EM (BSA-FITC).  

Toutefois, ces auteurs ont observé que le bleu Evans pouvait également atteindre 

l’ARH s’il était injecté par voie intra-péritonéale. Il est toutefois à noter que le bleu Evans 

possède une forte affinité pour l’albumine, une molécule plasmatique endogène d’environ 

66 kDa, et a ainsi tendance à se lier à cette molécule suite à son injection (del Valle et al. 

2008). La diffusion de ce traceur dans cette région cérébrale pourrait donc dépendre 

également de sa capacité à se fixer à l’albumine endogène. Il est également intéressant 

de noter qu’outre les voies d’injection des traceurs qui diffèrent d’un traceur à l’autre dans 

cette étude, les temps de latence entre l’injection et le sacrifice de l’animal varient 

également. 

A ce jour, il est donc difficile de conclure quant à un blocage des molécules circulantes 

à la frontière entre l’EM et l’ARH dépendant de leur poids moléculaire. 

 

Tableau 1 : Aperçu des différents traceurs utilisés pour évaluer les propriétés de diffusion des molécules en fonction 
de leur taille à travers la barrière à la frontière entre l'éminence médiane et le noyau arqué  

Les données recueillies pour ce tableau proviennent des études de Miyata et Morita 2012 et 2013. 

Traceur Concentration Voie d’injection Attente entre 
l’injection et le 

sacrifice 
FITC 0.1 mg/mL Trans-cardiaque 2 minutes 

Bleu Evans 10 mg/mL Trans-cardiaque 5 minutes 

Bleu Evans 10 mg/mL Intra-péritonéale 1 heure 

Dextran 3 kDa 0.4 mg/mL Intra-veineuse 30 minutes 

Dextran 10 kDa 0.8 mg/mL Intra-veineuse 30 minutes 

Dextran 70 kDa 50 mg/mL Intra-veineuse 2 heures 
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• Le blocage des molécules circulantes à la frontière EM/ARH varie avec le 
rythme circadien 

Il a récemment été démontré que l’accès des molécules à l’ARH via le parenchyme 

de l’EM est modulé en fonction du rythme circadien. Ainsi, la diffusion du bleu Evans, 

injecté par voie intraveineuse, depuis l’EM vers l’ARH est minimale juste avant la phase 

nocturne des souris correspondant à la période active des animaux alors qu’elle est 

maximale à la fin de la phase active. De plus, en lésant le noyau suprachiasmatique, les 

auteurs ont pu mettre en évidence que celui-ci joue un rôle dans la régulation circadienne 

de l’accès des molécules périphérique à l’ARH (Rodríguez-Cortés et al. 2022).  

 

2.3.2.3. Hypothèses suggérées sur le mécanisme moléculaire conduisant au 
blocage des molécules circulantes à la frontière entre l’éminence médiane et 
le noyau arqué 

Plusieurs hypothèses ont été émises quant à la nature de la barrière séparant le 

parenchyme de l’EM et l’ARH, impliquant notamment les tanycytes β1 dont les 

prolongements délimitent la frontière entre l’EM et l’ARH. (Figure 7).  

 

• Rôle éventuel de jonctions intercellulaires à la frontière entre l’EM et l’ARH 

Des études en microscopie électronique ont mis en évidence la présence de jonctions 

d’adhérence au niveau des processus des tanycytes β1, ainsi que la présence ponctuelle 

de jonctions serrées le long des extensions tanycytaires (Figure 9). D’autre part, des 

jonctions serrées ont également été identifiées entre les tanycytes et les axones 

neurosécréteurs présents dans cette région cérébrale (Rodríguez et al. 2010). 

L’existence de ces différentes jonctions intercellulaires serait en faveur d’un blocage de 

diffusion des molécules dans cette région cérébrale. Toutefois, pour assurer un blocage 

de diffusion des molécules efficace, les jonctions intercellulaires devraient être 

organisées de façon continue le long des extensions tanycytaires tout comme au niveau 

des corps cellulaires des tanycytes bordant le plancher de 3V. Or, les jonctions serrées 

retrouvées au niveau des extensions des tanycytes β1 à la frontière entre l’EM et l’ARH 

ne sont pas fréquentes. Il semble donc peu probable que ces dernières puissent justifier 

du blocage de la diffusion des molécules dans cette région cérébrale. 
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• Rôle éventuel de la protéine SPRR1A  

Outre l’existence de jonctions intercellulaires entre les extensions des tanycytes β1, 

cette sous-population de tanycytes est la seule à exprimer la cornifine A, ou SPRR1a 

(Figure 10) (Campbell et al. 2017). Cette protéine, produite également par les 

kératinocytes (Kartasova et al. 1996), est connue pour être réticulée aux protéines 

membranaires et former ainsi une enveloppe insoluble sous la membrane plasmique. 

Décrite pour jouer un rôle dans la barrière épithéliale, il serait envisageable que cette 

protéine joue un rôle dans le blocage de la diffusion des molécules précédemment 

observé. 

  

Figure 9 : Microscopie électronique à transmission d'un faisceau de processus de tanycytes β1 

Diffusion de la HRP (en noir) stoppée au niveau des jonctions entre tanycytes (doubles flèches). (Figure issue de 
Krisch et Leonhardt, 1978). 
 

Figure 10 : Expression de la protéine SPRR1a par les tanycytes β1 

Encart gauche : Hybridation in situ montrant l’expression de l’ARNm codant pour 

la protéine SPRR1a. Cette expression est très spécifique des tanycytes β1.  

Encart droit : Immunohistochimie de la protéine SPRR1a (en vert) sur une tranche 

de cerveau d’une souris ayant préalablement reçu une injection intraveineuse de 

bleu Evans (en bleu). La limite de diffusion du bleu Evans corrèle avec 

l’expression de la protéine SPRR1a. (Figure issue de Campbell et al., 2017) 
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• Rôle éventuel de la vimentine tanycytaire  

 Une autre hypothèse propose que le rôle de barrière joué par les tanycytes β1 serait 

médié par la vimentine, protéine composant le cytosquelette des tanycytes. En effet, 

l’observation par Rodriguez-Cortès et ses collaborateurs de variation d’organisation de 

la vimentine dans les tanycytes 1  au cours du rythme circadien s’accorde parfaitement 

avec les variations de diffusion du glucose dans cette zone cérébrale en fonction des 

phases nocturne et diurne (voir paragraphe « Mise en évidence de la barrière entre l’EM 

et l’ARH par l’injection de nutriments ») (Figure 11) (Rodríguez-Cortés et al. 2022). 

L’hypothèse que la vimentine puisse jouer un rôle de barrière de diffusion pour les 

molécules repose sur des études in vitro réalisées dans des cellules endothéliales (Liu et 

al. 2014) ou sur des travaux ex-vivo. Dans cette étude électrophysiologique ex vivo, 

réalisée à partir d’épithélium de vessie de lapin, il a été mis en évidence que la partie N-

terminale de la vimentine peut interagir avec la membrane plasmique des cellules 

épithéliales, et ainsi favoriser la perméabilité aux ions d’une façon voltage-dépendante 

(Lewis, Traub, and Spilker 2003). Cependant, le rôle de la vimentine tanycytaire n’a, à ce 

jour, pas été démontré in vivo et reste pour l’instant une hypothèse à explorer.  

 

 

 

 

 

• Rôle éventuel de la MEC 

ZT11 ZT22 

Figure 11 : Variation de la densité de la vimentine tanycytaire en fonction du rythme circadien 

Les temps ZT11 et ZT22 correspondent respectivement à la fin de la phase diurne, moment où la diffusion de bleu Evans injecté par 

voie intraveineuse est minimale, et à la fin de la phase nocturne, moment où la diffusion du bleu Evans est maximale. La densité de 

l’expression de la vimentine tanycytaire (en vert) (panneau de gauche) a été évalué (panneau de droite). La diffusion maximale du 

bleu Evans vers le noyau arqué correspond à une diminution de la densité de la vimentine exprimée par les tanycytes. (Figure issue 

de Rodriguez-Cortes et al. 2022) 
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Indépendamment des tanycytes, d’autres hypothèses pourraient expliquer le blocage 

de la diffusion des molécules à la frontière entre l’EM et l’ARH. En effet, l’existence d’un 

dépôt de MEC apparenté au réseau peri-neuronal (PNN) (cf. « Le réseau peri-neuronal : 

un matrice extracellulaire particulière au cerveau) à la frontière entre l’EM et l’ARH a été 

démontré dans plusieurs études indépendantes (Horii-Hayashi et al. 2015; Horii-Hayashi, 

Sasagawa, and Nishi 2017; Mirzadeh et al. 2019; Pócsai and Kálmán 2014) (Figure 12). 

Ce dépôt de PNN a été décrit comme un anneau continu séparant l’EM et l’ARH 

(Mirzadeh et al. 2019). Dans d’autres régions cérébrales, le PNN est connu pour jouer 

un rôle de barrière physique rigide, empêchant la formation de nouvelles synapses ou 

limitant l’accès de certaines molécules au corps cellulaire des neurones qu’il entoure 

(Morawski et al. 2012). De ce fait, ce dépôt de PNN est une piste à explorer pour expliquer 

la barrière de diffusion observée entre l’EM et l’ARH et a fait l’objet de ce projet de thèse. 

La composition et les propriétés de ce PNN seront décrites dans le paragraphe suivant. 

 

 

3. Le réseau peri-neuronal : une matrice extracellulaire particulière au 

cerveau 

La MEC est un assemblage tridimensionnel complexe de macromolécules. Elle 

représente 10 à 20% du volume du tissu cérébral (Cragg 1979; Nicholson and Syková 

1998). On peut distinguer trois grandes catégories de MEC différentes au sein du SNC en 

fonction de leurs organisations :  

• la lame basale – principalement composée de collagène et laminine tapissant la 

membrane des cellules endothéliales - ;  

Figure 12 : Visualisation d'un dépôt de réseau peri-neuronal à la frontière entre l'éminence médiane et le 
noyau arqué 

Les trois photos montrent un immunomarquage avec la lectine Wisteria Floribunda Agglutinine (WFA), permettant de 

visualiser le réseau peri-neuronal (PNN) (en gris ; en vert ; en rouge). Cet immunomarquage montre l’existence d’un dépôt 

de PNN localisé à la frontière entre l’éminence médiane et le noyau arqué. (Les figures sont respectivement issues de 

Pocsai et al., 2014, Horii-Hayashi et al., 2015, Mirzadeh et al., 2019) 



- 52 - 
 

• la matrice extracellulaire « lâche » - globalement présente dans l’espace 

intersticiel du SNC et de la moelle épinière - ; 

• le réseau peri-neuronal (PNN) - une structure tridimensionnelle complexe formant 

un maillage autour du soma, de la partie proximale des dendrites et du segment 

initial de l’axone de certains neurones - (Celio et al. 1998; Deepa et al. 2006; Lau 

et al. 2013; Soleman et al. 2013). 

Le PNN a été observé pour la première fois par C. Golgi en 1898. Il faudra néanmoins 

attendre l’avancée des techniques d’immunohistochimie, en particulier l’utilisation du 

marquage par la Wisteria Floribunda Agglutinin (WFA), pour confirmer l’existence du 

PNN, remise en cause par Ramón y Cajal (Celio et al. 1998). La WFA est une lectine 

végétale ayant une forte affinité pour les résidus N-acétylgalactosamines des chaînes de 

sucres composant la majorité des PNNs (Testa, Prochiantz, and Di Nardo 2019).  

Le PNN n’est pas distribué de façon homogène dans le tissu cérébral, et il existe 

différents types de PNN en fonction de la région cérébrale ou de la moelle épinière 

(Matthews et al. 2002; Vitellaro-Zuccarello et al. 2007). L’hétérogénéité des PNNs est 

également retrouvée au sein d’une même région, comme cela a été illustré dans la moelle 

épinière (Vitellaro-Zuccarello et al. 2007). Les neurones responsables de la sécrétion 

des composants du PNN et entourés par celui-ci créent un micro-environnement unique, 

dépendant de leur activité, et modulant la structure de ce PNN. Cela pourrait expliquer 

pourquoi les PNNs sont aussi hétérogènes à travers les différentes régions cérébrales. 

 

3.1. Structure et composition du réseau peri-neuronal 
 

Comme évoqué ci-dessus, le PNN forme un maillage tridimensionnel. Quatre 

catégories principales de molécules le composent : Les glycosaminoglycanes (GAGs) – 

dont l’acide hyaluronique (AH) -, les protéoglycanes (PGs) et plus particulièrement les 

chondoïtines sulfate protéoglycanes (CSPGs), les tenascines, et les petites protéines de 

liaison hyaluronane et protéoglycane (HAPLNs) (Carulli et al. 2006; Kwok et al. 2011; 

Rauch 2004; Yamaguchi 2000) (Figure 13).  
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3.1.1. L’acide hyaluronique 

L’AH constitue la structure de base sur laquelle les PGs peuvent se fixer. Les HAPLNs 

permettent de stabiliser cette fixation entre les PGs et l’AH. Les tenascines lient entre eux 

les PGs au niveau de leur extrémité C-terminale afin de stabiliser cette structure (Fawcett, 

Oohashi, and Pizzorusso 2019; Testa et al. 2019). 

L’AH - ou hyaluronane - constitue la base sur laquelle se forme le PNN. Il s’agit d’un 

très long polymère (plusieurs centaines d’unités) formé par la répétition d’unités 

disaccharidiques composées d’un acide glucuronique (GlcA) lié à un N-acétyl-

glucosamine (GlcNAc) (Rhodes and Fawcett 2004). Contrairement aux autres GAGs, 

l’AH est synthétisé directement au niveau de la membrane plasmique par une protéine 

transmembranaire : la hyaluronane synthase (HAS), responsable à la fois de l’élongation 

des chaînes d’AH et de leur ancrage à la membrane (Brückner et al. 1993). Il existe trois 

isoformes de cette protéine. Tous sont retrouvés dans le SNC, mais sont exprimés 

différemment en fonction de la région cérébrale. L’AH est l’unique GAG non sulfaté 

(Rhodes and Fawcett 2004). Les PGs peuvent se greffer aux chaînes d’AH, et cette 

liaison est stabilisée par les HAPLNs. 

Figure 13 : Organisation tridimensionnelle du réseau peri-neuronal 

L’acide hyaluronique (AH) est synthétisé et rattaché à la membrane plasmique des cellules par les hyaluronanes synthases (HAS). 

Les chondroïtine suflate protéoglycans (CSPGs) (aggrecan ; versican ; neurocan ; brevican ; phosphacan) se fixent via leur partie 

N-terminale sur les chaînes d’AH et des petites protéines de liaison (HAPLNs) stabilisent cette fixation. Les tenascines R 

interagissent avec les parties C-terminales des CSPGs et stabilisent l’ensemble de la structure. (Adapté d’après Fawcett et al., 

2019) 
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3.1.2. Les protéines de liaison hyaluronane et protéoglycane 

Il existe quatre isoformes des HAPLNs, mais seuls les isoformes 1, 2 et 4 sont 

retrouvés dans le SNC (Sorg et al. 2016). L’isoforme HAPLN-2 est plutôt exprimé par les 

neurones et les oligodendrocytes et est retrouvé au niveau des nœuds de Ranvier, alors 

que les isoformes HAPLN-1 et HAPLN-4 sont exprimés par les neurones entourés de 

PNN (Oohashi et al. 2015). 

 

3.1.3. Les protéoglycanes 

Les protéoglycanes du PNN sont des protéines sur lesquelles sont fixés de façon 

covalente des GAGs. On distingue ainsi au sein du protéoglycane, le core protéique et 

les GAGs. 

 

 

 

3.1.3.1. Les glycosaminoglycanes 

 Les GAGs sont des polymères formés par la répétition d’unités disaccharidiques. 

Chacune de ces unités est composée soit d’un galactose N-acétylé : N-

acetylgalactosamine (GalNAc) ou d’un GlcNac couplé avec un galactose (Gal) ou un 

acide uronique (GlcA ou acide iduronique (IdoA) (Testa et al. 2019). La composition des 

GAGs est donc variée, et ils peuvent être classés en quatre catégories principales : les 

chondroïtine sulfates (CS) – composés d’unités GlcA-GalNAc -, les dermatane sulfates 

(DS) – composés d’unités IdoA-GalNAc -, les héparanes sulfates – composés d’unités 

GlcA/IdoA-GlcNAc - et les kératane sulfates ( K S )  – composés d’unités Gal-GlcNAc -. 

Ce sont les chondroïtine sulfate protéoglycanes (CSPGs) que l’on retrouve 

principalement dans le PNN (Jakovljević et al. 2021). Ainsi, l’origine de la grande diversité 

du PNN au sein du SNC repose sur cette grande diversité de combinaisons entre la 

nature de la protéine centrale et le type, la taille et la quantité de GAGs qui y sont 

rattachés.  

Ces GAGs sont synthétisés dans le reticulum endoplasmique ou l’appareil de Golgi des 

neurones ou cellules gliales. La première étape consiste en la synthèse d’un tétra-

saccharide dont la séquence est la suivante : xylose-galactose-galactose-

glucoronate. C’est cette région qui permettra l’ancrage des GAGs aux PGs : le xylose du 
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tétra-saccharide est lié à une sérine de la protéine core du PG par l’enzyme β- D-

xylosyltransférase (Dyck and Karimi-Abdolrezaee 2015; Schwartz 1977). Les GAGs sont 

également la cible de modifications, en particulier l’ajout de motifs de sulfatation. Ces 

modifications apportent un niveau supplémentaire de complexité et de diversité à cette 

structure. Concernant les CSPGs, ces motifs de sulfatation peuvent être ajoutés sur les 

carbones de GlcA et/ou GlcNAc. La diversité des motifs de sulfatations mène à plusieurs 

catégories de CS : les CS-A, CS-C, CS-D ou CS-E. Les CS-A sont sulfatés sur le 4ème 

carbone du GalNAc, alors que les CS-C sont sulfatés sur le 6ème carbone du GalNAc 

(Gilbert et al. 2005). Les CS-A et CS-C monosulfatés peuvent être sulfatés une seconde 

fois pour donner les formes CS-E et CS-D respectivement. Ainsi, les CS-D correspondent 

à la forme CS-C sulfaté en plus sur le 2ème carbone du GlcA, et les CS-E à la forme CS-

A sulfaté en plus sur le 6ème carbone du GalNAc (Figure 14). 

 

 

 

 

3.1.3.2. Le core protéique 

Les protéines centrales des PGs composant le PNN appartiennent majoritairement à 

Figure 14 : Présentation des différentes classes d’unités disaccharidiques en fonction de leurs 
motifs de sulfatation 

Le CS-A mono-sulfaté sur le 4ème carbone du GalNAc peut devenir un CS-E en étant sulfaté une seconde fois sur 

le 6ème carbone du GalNAc. Le CS-C mono-sulfaté sur le 6ème carbone du GalNAc peut devenir un CS-D en étant 

sulfaté une seconde fois sur le 2ème carbone du GlcA. 
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la famille des lecticans, dont quatre membres sont des CSPGs : l’aggrecan (ACAN), le 

versican (VCAN), le neurocan (NCAN) et le brévican (BCAN) (Galtrey and Fawcett 2007; 

Kwok et al. 2011). On retrouve également le phosphacan, un autre CSPG. Le nombre de 

GAGs qui leur sont associés varie pour chacun d’eux. 

Ces protéines sont composées de deux domaines globulaires distincts : le domaine 

globulaire 1 (et 2 dans le cas de l’ACAN) (G1 ; G2) localisé dans la partie N-terminale de 

la protéine, et le domaine globulaire 3 (G3) localisé dans la partie C-terminale de la 

protéine (Dyck and Karimi-Abdolrezaee 2015). Le domaine G1 interagit avec les 

HAPLNs. Les HAPLNs permettent donc la fixation de façon non covalente des CSPGs aux 

chaînes d’AH (Oohashi et al. 2015) et limitent de ce fait la diffusion des lecticans dans la 

MEC. Le domaine G3 interagit quant à lui avec les tenascines R (TNR) et C, seuls 

isoformes des tenascines retrouvés dans le SNC. L’analyse de souris déficientes pour la 

TNR a montré que celle-ci est particulièrement importante dans le maintien de la structure 

du PNN (Brückner et al. 2000). La TNR interagit avec le domaine lectine contenu dans le 

domaine G3 des CSPGs. C’est cette interaction calcium-dépendante qui permet la 

condensation du PNN (Aspberg, Binkert, and Ruoslahti 1995). 

 

3.2. Quelques rôles connus pour le réseau peri-neuronal 

 

Comme expliqué précédemment, le PNN n’est pas réparti de façon ubiquitaire dans le 

SNC, et sa composition varie non seulement entre les différentes régions où il est exprimé, 

mais également au sein d’une même région. La longueur des chaînes d’AH, la nature et 

le nombre de CSPGs qui y sont greffés, le type, le nombre, et le degré de sulfatation des 

GAGs portés par ces PGs sont autant de niveaux de complexité conduisant à la très 

grande diversité des PNNs. Leur remodelage constant y compris chez l’adulte contribue 

également à cette diversité. De par cette grande variabilité du PNN, les rôles 

physiologiques du PNN sont multiples.  

 

3.2.1. Le PNN et l’homéostasie ionique 

De par les propriétés poly-anioniques des chaînes d’AH et des CSPGs sulfatés, le 

PNN permet de tamponner les cations présents dans l’espace extracellulaire, et ainsi 

réguler l’homéostasie ionique (Brückner et al. 1993). En capturant les cations présents 

dans l’espace extra-cellulaire (tels que le potassium, le sodium ou le calcium), le PNN 

contribue à la mise en place d’un micro-environnement particulier autour du neurone. 
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Cette accumulation de cations pourrait jouer un rôle sur l’excitabilité des neurones, en 

particulier les neurones à décharge rapide (Balmer 2016). 

 

3.2.2. Le PNN et la période critique 

Le PNN a également été largement étudié pour son rôle dans la plasticité du fait que 

sa mise en place coïncide avec la fin de la période critique (Pizzorusso et al. 2002).  De 

plus, la destruction du PNN par la chondroïtinase ABC (ChABC) restore une plasticité 

semblable à celle observée lors de la période critique dans le cortex visuel (Pizzorusso 

et al. 2002).  Au cours du développement, la dégradation du PNN permet également 

l’augmentation de la synaptogenèse (Pyka et al. 2011). A la vue de son rôle dans la 

plasticité neuronale, il a été proposé que le PNN soit impliqué dans les processus 

d’apprentissage ou de mémorisation, en particulier dans l’hippocampe (Hylin et al. 2013) 

 

3.2.3. Le PNN : une barrière peri-neuronale 

Il joue un rôle de barrière physique autour des neurones, limitant l’interactions des 

molécules, la formation de nouvelles synapses, ou encore le déplacement de protéines 

membranaires peri-synaptiques à la surface de la membrane plasmique (Morawski et al. 

2012).  

 

3.2.4. Le réseau peri-neuronal à la frontière entre l’éminence médiane et le noyau 
arqué 

Comme déjà évoqué dans le paragraphe sur la barrière à la frontière EM/ARH, un 

dépôt de PNN a été observé à la frontière entre l’EM et l’ARH et entoure principalement 

les neurones AgRP/NPY de l’ARH. La mise en place de ce dépôt de PNN semble 

dépendre de la montée post-natale du taux circulant de leptine. En effet, ce dépôt est 

altéré chez les animaux Ob/Ob dépourvus de leptine et l’injection post-natale de cette 

hormone aux souriceaux Ob/Ob suffit à rétablir une organisation normale du PNN dans 

cette région cérébrale (Mirzadeh et al. 2019). De plus, il a également été montré que 

l’expression de la TNR, composant essentiel au maintien de la structure du PNN, dépend 

du statut métabolique de l’animal dans le parenchyme de l’EM (Kohnke et al. 2021). Il 

existe donc une plasticité de ce PNN en fonction du statut alimentaire de l’animal (nourris 

ou à jeun). Enfin, il a également été mis en évidence un lien entre un état pathologique 

lié à la prise alimentaire et l’altération de ce dépôt de PNN séparant l’EM et l’ARH dans 
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un modèle de rats diabétiques. Plus précisément, une diminution du PNN et notamment 

de l’ACAN dans les parties médiane et latérale de l’ARH a été observée dans un modèle 

de rats diabétiques comparé à des rats contrôles. De plus, cette étude montre un 

changement dans les motifs de sulfatation des CS et DS de l’hypothalamus entre les rats 

diabétiques et contrôles (Alonge et al. 2020). Il est à noter qu’actuellement, la composition 

du PNN dans cette région cérébrale fait débat puisque l’ACAN a été identifié à la frontière 

entre l’EM et l’ARH chez le rat (Alonge et al. 2020) mais pas chez la souris (Mirzadeh et 

al. 2019) alors que des études transcriptomiques montrent clairement une expression de 

l’ACAN dans cette région en particulier par les neurones à NPY (Campbell et al. 2017; 

Henry et al. 2015) chez la souris. 

 

3.3. L’aggrecan : un protéoglycane de haut poids moléculaire aux multiples 

fonctions  

 

3.3.1. Généralités sur l’aggrecan 

L’ACAN est une protéine de haut poids moléculaire codée par le gène Acan porté par 

le chromosome 15 chez la souris et l’humain (Figure 15). Chez l’Homme, la protéine core 

de l’ACAN a un poids moléculaire d’environ 250 kDa sur laquelle viennent se greffer des 

chaînes de CS-GAGs et de KS-GAGs qui représentent environ 90% du poids moléculaire 

de l’ACAN (Aspberg 2012; Kiani et al. 2002). Il convient toutefois de noter que ce n’est 

pas le cas pour toutes les espèces. En effet, le séquençage complet de l’ADNc murin 

codant pour l’ACAN (Walcz et al. 1994; Watanabe et al. 1995) montre que celui-ci ne 

contient pas la séquence consensus permettant la fixation des KS (Antonsson, 

Heinegard, and Oldberg 1989; Doege et al. 1991; Watanabe, Yamada, and Kimata 1998). 

Alors que l’ACAN humain et bovin possèdent un segment composé de plusieurs 

répétitions d’un hexapeptide permettant l’attachement des KS, les rongeurs ne possèdent 

pas cette séquence (Antonsson et al. 1989; Doege et al. 1991). De façon intéressante, il 

a été montré que chez l’Homme, les ovins et les bovins, la proportion de chaînes KS 

portées par l’ACAN dans le cerveau est tout de même significativement réduite par 

rapport à ce qui a été observé sur l’ACAN présent dans le cartilage (Domowicz et al. 

1995, 2003; Morawski et al. 2012). 

Malgré le fait que l’ACAN soit tronqué chez les rongeurs et ne possède pas de région 

enrichie en KS, il est possible de trouver quelques chaînes de KS attaché à la core 

protéine de l’ACAN chez les rongeurs au niveau des domaines G1, G2, et du domaine 
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inter-globulaire (IGD). Les KS présents au niveau de l’IGD sont d’ailleurs proposés pour 

favoriser le clivage de l’ACAN à cet endroit par les désintégrines et métalloprotéinases à 

motifs thrombospondines  (ADAMTS)-4/5 (Fosang et al. 2008).  

Exprimé principalement par les chondrocytes dans le cartilage, mais également dans 

d’autres organes tels que le cœur ou le cerveau, l’ACAN est un PG appartenant à la 

famille des lecticans.  

 

3.3.2. Structure de l’aggrecan 

L’ACAN possède deux domaines globulaires (G1 et G2) dans sa partie N-terminale 

et un domaine globulaire (G3) dans sa partie C-terminale. G1 et G2 sont connectés par 

l’IGD, et les GAGs se fixent à l’ACAN entre les domaines G2 et G3. Ces GAGs sont 

majoritairement des CS, mais incluent également des KS chez l’Homme. Les CS sont 

localisés dans la moitié C-terminale de l’ACAN, au niveau des domaines dits CS1 et CS2. 

Les KS sont quant à eux situés principalement dans la partie N-terminale de l’ACAN, 

entre le domaine G2 et la région enrichie en CS (Figure 15) (Hardingham and Fosang 

1995; Hardingham, Fosang, and Dudhia 1994).  

Le domaine G1 de l’ACAN permet la liaison de celui-ci avec l’AH (Figure 15), ainsi 

que la stabilisation de cette liaison par les HAPLNs. En effet, le Domaine G1 est composé 

de trois sous-domaines qui sont les boucles A, B et B’. La boucle A permet à l’ACAN 

d’interagir avec l’AH, alors que les boucles B et B’ interagissent avec la protéine HAPLN. 

HAPLN interagit également avec l’AH et stabilise de ce fait la fixation de l’ACAN sur l’AH 

(Koch, Lee, and Apte 2020). L’IGD séparant les domaines G1 et G2 présente de 

nombreux sites de clivage pour les métalloprotéinases (MMPs), ou d’autres protéases 

telles que les aggrecanases appartenant à la famille des ADAMTS (Figure 15). Le 

domaine G2 est propre à l’ACAN parmi les CSPGs de la famille des lecticans. La 

structure de ce domaine G2 est très semblable à celle du domaine G1. Cependant, alors 

que le domaine G1 est essentiel pour la fixation de l’ACAN à l’AH – liaison stabilisée par 

les petites protéines de liaison –, aucune capacité de fixation du domaine G2 aux petites 

protéines de liaison n’a pu être établie (Fosang and Hardingham 1989; Watanabe, 

Cheung, et al. 1997). 

Le domaine G3 est essentiel pour les modifications post-traductionnelles de l’ACAN 

impliquant la fixation des GAGs sur la core protéine. Ce domaine est aussi impliqué dans 

l’interaction de l’ACAN avec la TNR. Le domaine G3 est composé de trois modules : un 

module de type facteur de croissance épidermique (EGF), un module de type protéine 
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de liaison du complément (CBP), et un domaine de reconnaissance des lectines (CRD) 

(Figure 15). Il est toutefois à noter qu’il existe deux variants du module de type EGF 

(EGF-1 ; EGF-2), et que chez les souris la séquence codant EGF-1 est intronique et n’est 

donc pas traduit (Kiani et al. 2002). De plus, il a été montré chez le rat que la grande 

majorité de l’ACAN exprimé dans le cerveau ne possède pas ce module de type EGF 

(Matthews et al. 2002). 

Les CS-GAGs et KS-GAGs sont fixés à l’ACAN de façon post-traductionnelle et la 

majorité des fonctions des PGs sont médiées par ces chaînes de GAGs. Comme 

mentionné ci-dessus, les CS sont les GAGs prédominants de l’ACAN. La sulfatation 

correcte des CS est cruciale pour l’établissement des fonctions physiologiques de l’ACAN 

et lui permet notamment d’interagir avec des facteurs de croissance par exemple (Asada 

et al. 2009; Prinz et al. 2014; Sirko et al. 2010; Sterner et al. 2013). 

Comme évoqué au début de ce paragraphe, l’ACAN est essentiellement trouvé dans 

le cartilage, et est absolument nécessaire au bon développement et maintien de ce tissu. 

L’étude de ce tissu permet donc de mieux appréhender les différentes propriétés de 

l’ACAN, c’est pourquoi nous nous attacherons dans la prochaine partie à décrire les 

différentes propriétés de l’ACAN au sein du cartilage. 

 

Figure 15 : Localisation chromosomale et structure protéique de l'aggrecan (ACAN) 

A. Localisation chromosomale du gène de l’Acan.Le gène humain codant pour l’Acan est localisé sur le chromosome 15, à la 

position 26.1, B. Organisation des exons codant pour l’ACAN. Les exons codants sont représentés par les rectangles noirs 

et les exons non codants par les rectangles blancs. Les traits représentés entre les exons sont les introns. C. Représentation 

schématique de la structure de la protéine ACAN. Les exons codent pour différents domaines de la protéine, qui donnent des 

groupes fonctionnels : les trois domaines globulaires G1-3, le domaine enrichi en keratan-sulfates et le domaine enrichi en 

chondroïtine-sulfates. Le domaine G1 permet la fixation à l’acide hyaluronique. (Figure issue de Morawski et al., 2012) 
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3.3.3. L’aggrecan et le cartilage 

 

3.3.3.1. Importance de l’aggrecan dans le cartilage 

L’importance de l’ACAN dans le cartilage est illustrée dans un modèle murin in vivo 

de déficience de la matrice du cartilage (Cmd) (Krueger, Kurima, and Schwartz 1999), ou 

encore dans un modèle de culture de chondrocytes de poussins nanoméliques (Primorac 

et al. 1994).  

Le modèle Cmd consiste en la délétion de 7 paires de base dans l’exon 5, codant le 

domaine G1 de l’ACAN (Watanabe et al. 1994). Les souris homozygotes (Cmd/Cmd) 

sont anormalement petites et présentent une malformation de la colonne vertébrale ainsi 

qu’une chondrodysplasie (Watanabe et al. 1994). Elles meurent peu de temps après la 

naissance, dû à une insuffisance respiratoire (Watanabe, Nakata, et al. 1997). 

Dans le modèle de culture de chondrocytes de poussins nanoméliques, la présence 

d’un codon stop dans la séquence codante de l’ACAN mène à la synthèse d’une version 

tronquée de la protéine (Primorac et al. 1994). Cette protéine mutée n’est pas transloqué 

vers l’appareil de Golgi, et n’est donc pas présente dans le cartilage (Argraves, 

McKeown-Longo, and Goetinck 1981; McKeown and Goetinck 1979). Cette absence 

d’ACAN dans le cartilage conduit à une diminution très significative de la taille du 

squelette ainsi qu’à une chondrodysplasie (Stirpe, Argraves, and Goetinck 1987; Vertel 

et al. 1993, 1994). 

 

3.3.3.2. Propriétés de l’aggrecan dans le cartilage 

L’ACAN forme des agrégats dans la MEC du cartilage et les très nombreuses chaînes 

de CS sulfatées qu’il porte créent un environnement de charges négatives dans le 

cartilage (Brückner et al. 1993; Roughley and Mort 2014). Ces charges négatives 

favorisent le déplacement de molécules d’eau vers l’ACAN afin de maintenir l’équilibre 

osmotique du cartilage. Cette propriété de l’ACAN permet ainsi aux tissus de résister aux 

forces de compression (MK and I 2006; Nimer, Schneiderman, and Maroudas 2003). La 

formation d’un gel hydraté au niveau des articulations, grâce à cette propriété de l’ACAN, 

confère au tissu la capacité de résister de façon optimale aux contraintes de tension et 

de cisaillement en plus de fournir une élasticité tissulaire.  
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3.3.3.3. Le clivage de l’aggrecan 

L’ACAN est susceptible de subir des clivages au cours de processus physiologiques 

ou pathologiques. Le domaine IGD de l’ACAN est sensible aux clivages protéolytiques et 

ceux-ci entrainent la libération de la région protéique (incluant les domaines G2 et G3) 

portant l’ensemble des GAG de l’ACAN (Figure 15). De ce fait, l’IGD est particulièrement 

important pour le processus de renouvellement de l’ACAN (Hardingham and Fosang 

1995; Hardingham et al. 1994). Deux sites majeurs de clivage ont été identifiés au niveau 

de l’IGD. Le premier site est localisé entre l’asparagine 341 et la phénylalanine 342 de la 

protéine et est clivé par des métalloprotéinases (MMPs). Le clivage de l’ACAN au niveau 

de ce site génère le néo-épitope VDIPEN341 (Flannery, Lark, and Sandy 1992; Fosang et 

al. 1993). Le second site de clivage est reconnu par les protéases de la famille des 

ADAMTS et est localisé entre l’acide glutamique 373 et l’alanine 374 de la protéine. Le 

clivage de l’ACAN à ce site génère le néo-épitope NITEGE373 (Figure 16) (Hughes et al. 

1995; Ilic et al. 1992; Sandy et al. 1991). Il est à noter que d’autres sites de clivage 

existent également au niveau des domaines enrichis en CS – CS-1 et CS-2 – et que 

d’autres protéases telles que les cathepsines ou les élastases leukocytaires sont 

responsables du clivage de l’ACAN (Figure 16) (Kiani et al. 2002). 

Dans le cartilage, deux ADAMTS majeures régulent le clivage de l’ACAN : l’ADAMTS-4 

et l’ADAMTS-5 (Tian et al. 2013). Les clivages de l’ACAN par ces deux protéases est un 

processus physiologique qui participe au renouvellement de ce protéoglycane dans le 

cartilage (Lark et al. 1997). Cependant, l’augmentation de la dégradation de l’ACAN due 

à la surexpression des ADAMTS est un évènement clé dans le développement de 

pathologies telles que la polyarthrite rhumatoïde et l’arthrose (Lark et al. 1997; Roughley 

and Mort 2014). 
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3.3.3.4. Implication de la ghréline et de la leptine dans le remodelage de 
l’aggrecan 

Quelques données suggèrent un impact des hormones métaboliques en particulier la 

leptine et la ghréline, présentées précédemment, dans la plasticité de l’ACAN. La ghréline 

aurait un rôle protecteur du cartilage car elle inhibe l’expression de protéases (MMP3, 

MMP13, ADAMTS-4 et ADAMTS-5) et favorise l’expression de l’ACAN dans des cultures 

de chondrocytes ou des explants de cartilage (liu et al. 2018). La ghréline permet 

également de maintenir la production d’ACAN. L’interleukine β1 a un effet pro-

inflammatoire et joue un rôle dans des pathologies telles que l’arthrite osseuse en 

favorisant la dégradation de la matrice, dont l’ACAN. La ghréline permet également de 

maintenir la production d’ACAN en prévenant la diminution d’ACAN induite par 

l’interleukine β1 (liu et al. 2018; Qu et al. 2018).  

Inversement, la leptine serait davantage impliquée dans la dégradation de l’ACAN car 

elle induit l’expression de trois protéases à activité aggrecanase à savoir ADAMTS-4, 

Figure 16 : Les différents sites de clivage de l'aggrecan par les metallo-protéinases et les ADAMTS 

Identification de deux sites majeurs pour le clivage de l’aggrecan (ACAN) au niveau du domaine interglobulaire (entre les domaines G1 et G2) : le 

premier est clivé par les metallo-protéinases (MMPs) et est situé entre les résidus Asn341 et Phe342. Il est identifié comme étant le site de clive 

VDIPEN341 (premier encart rouge). Le second site de clivage est clivé par les aggrecanases appartenant à la famille des ADAMTS et est localisé 

entre les résidus Glu373 et Ala374. Il est identifié comme étant le site de clivage NITEGE373 (second encart rouge). Il existe de nombreux autres sites 

de clivage de l’ACAN, en particulier au niveau des domaines enrichis en chondroïtine sulfate (CS-1/2) et kératane sulfate selon l’espèce. D’autres 

protéines que les MMPs et les ADAMTS sont responsables du clivage de l’ACAN, comme les cathepsines ou l’élastase leukocytaire. Figure adaptée 

de Kiani et al., 2002. 
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ADAMTS-5 et ADAMTS-9 dans des chondrocytes humains ou des cellules du noyau 

pulpeux (Li et al. 2014; Yaykasli et al. 2015). D’autre part, la leptine induit une diminution 

de l’expression de l’ACAN dans des cellules du noyau pulpeux (Li et al. 2014). 

L’ACAN est donc un PG dont les propriétés permettent le maintien et le bon 

fonctionnement du cartilage, en particulier au niveau des articulations. Au niveau du 

cerveau, l’ACAN présente quelques propriétés particulières qui sont présentées dans le 

paragraphe ci-dessous. 

 

3.3.4. Importance de l‘aggrecan dans le cerveau 

Bien que l’importance de l’ACAN dans le cerveau ait déjà été suggérée pour de 

nombreuses fonctions telles que la stabilisation mécanique des contacts synaptique, 

l’aide à la transmission synaptique des neurones exprimant le PNN, et en particulier la 

sous-population de neurones parvalbumine-positifs ou encore la protection des neurones 

en diminuant le stress oxydatif grâce à la capture des ions red/ox (Morawski et al. 2012), 

les limitations techniques permettant l’étude in vivo de l’ACAN spécifiquement – telles 

que l’utilisation de la ChABC ciblant les GAGs de l’ensemble des CSPGs, ou encore le 

fait que la délétion totale de l’ACAN soit létale (cf. « L’aggrecan dans le cartilage ») – ne 

permettent pas de conclure quant au rôle de l’ACAN uniquement. 

Des études in vitro ont tout de même montré le rôle primordial de l’ACAN dans la mise 

en place et la stabilité du PNN (Giamanco, Morawski, and Matthews 2010; Kwok, Carulli, 

and Fawcett 2010). Plus récemment un modèle murin de knock-out conditionnel pour 

l’ACAN a été mis en place et a permis l’étude du rôle spécifique de l’ACAN dans la 

plasticité neuronale (Rowlands et al. 2018). L'inactivation conditionnelle d'Acan est 

obtenue en supprimant l'exon 4 du gène Acan par recombinaison Cre-lox. La perte de 

l'exon 4 induit un décalage du cadre de lecture et empêche ainsi la traduction de la 

protéine ACAN. A l’aide de ce modèle, les auteurs ont confirmé que la perte de l’ACAN 

empêche la formation du PNN. De plus, l’injection d’un virus permettant la délétion 

localisée de l’ACAN dans les neurones montre que les neurones infectés ne sont pas 

entourés par le PNN, contrairement aux neurones non infectés. Cela suggère que la 

production d’ACAN par le neurone est nécessaire pour la mise en place du PNN autour 

de celui-ci.  

Sachant que le PNN est retrouvé principalement autour d’une sous-population de 

neurones exprimant la parvalbumine, les auteurs ont également montré que la perte 

d’ACAN conduit à une diminution de l’expression de la parvalbumine dans ces neurones. 
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La parvalbumine étant utilisé comme marqueur pour déterminer le stade de plasticité des 

neurones, les résultats suggèrent que la perte d’ACAN maintiendrait les neurones à un 

stade de plasticité semblable à celui observé lors de la période critique, période où la 

plasticité neuronale est maximale. Enfin, cette étude met en avant que de façon 

semblable aux résultats obtenus après la dégradation du PNN, la perte d’ACAN améliore 

les résultats au test de mémoire de reconnaissance d’objet par les souris. 

Pris dans leur ensemble, ces résultats soulignent le rôle clé de l’ACAN pour 

l’assemblage et le maintien de la structure du PNN, ainsi que pour le bon établissement 

des fonctions physiologiques du PNN. De plus, Ces résultats suggèrent un rôle important 

du PNN dans la régulation de la plasticité neuronale chez la souris adulte.  
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Objectifs et stratégies de recherche 
 

L’objectif de ce travail de thèse a été de déterminer la nature et la fonction de la 

barrière de diffusion localisée à la frontière entre l’EM et l’ARH. Plus particulièrement, ce 

travail s’intéresse au rôle de cette barrière dans le cadre de la prise alimentaire. Pour 

cela, ce projet de recherche a été divisé en trois axes d’étude principaux : 

 

- L’identification de la nature et des propriétés de la barrière de diffusion à la 

frontière entre l’EM et l’ARH grâce à :  

o L’étude de la diffusion des molécules en fonction de leur taille, 

o La vérification de l’implication du dépôt de PNN dans le blocage des molécules grâce à 

la destruction enzymatique de celui-ci ou l’utilisation de modèles murins génétiquement 

modifiés, 

o L’évaluation de la diffusion des molécules grâce à des immunomarquages dirigés contre 

les composants du PNN ; 

 

- L’évaluation de son rôle physiologique sur la prise alimentaire grâce à : 

o L’étude de la plasticité de la barrière en fonction du statut métabolique de l’animal, 

o L’étude de l’activation neuronale dans l’ARH et de la prise alimentaire après injection de 

ghréline avec ou sous destruction de la barrière, 

o L’étude de l’activation neuronale dans l’ARH et de la prise alimentaire après injection de 

leptine avec ou sans destruction de la barrière et avec ou sans mise à jeun préalable à 

l’injection de leptine ; 

 

- L’étude de cette barrière dans le cadre d’une pathologie liée à la prise alimentaire 

grâce à : 

o La caractérisation d’un modèle de souris HFD-FC. 
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Résultats 

Partie 1 : Propriétés et nature de la barrière de diffusion pour les molécules 
circulantes à la frontière entre l’éminence médiane et le noyau arqué 

L’accès des hormones métaboliques périphériques telles que la ghréline ou la leptine 

au SNC - et plus spécifiquement à l’ARH - est essentiel pour la régulation de la prise 

alimentaire. Comme décrit précédemment, des expériences ont montré un blocage de 

traceurs injectés par voie intraveineuse dans le parenchyme de l’EM (Mullier et al. 2010; 

Rodriguez 1976), suggérant l’existence d’une barrière de diffusion bidirectionnelle pour 

les molécules circulantes à la frontière entre l’EM et l’ARH. A ce jour, cette barrière reste 

largement inexplorée. En particulier, ses propriétés spécifiques et sa nature exacte ne 

sont pas connues. Dans cette première partie, nous avons cherché à établir quelques 

propriétés de cette barrière et à déterminer sa composition.  

  

 

1. Quelques propriétés de la barrière de diffusion localisée à l’interface entre 
l’éminence médiane et le noyau arqué 

La partie ventrale de l’EM est bordée par un réseau dense de capillaires fenêtrés qui 

facilitent la diffusion passive des molécules périphériques vers le parenchyme de l’EM. 

Des molécules de tailles très variables (par exemple la leptine (16kDa), la ghréline 

(3kDa), des acides gras (environ 88 à 368 kDa) ou du glucose (180 Da)) sont donc 

susceptibles de parvenir jusqu’à la barrière latérale de diffusion (BLD) et pourraient, en 

fonction de leur taille, la franchir ou s’y heurter. Une étude de 2022 utilisant un dérivé 

fluorescent du glucose (2-NBDGlucose (2-deoxy-2-[(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-

yl)amino]-D-glucose) a révélé que la BLD est capable de freiner la diffusion du glucose 

dans le parenchyme de l’EM (Rodríguez-Cortés et al. 2022). A l’initiation de cette étude, 

nous avons cherché à établir si la BLD possède la propriété de filtrer les molécules en 

fonction de leurs poids moléculaires.   Pour cela, des Dextrans de tailles variables - à 

savoir 3 (proche de la ghréline), 10 (proche de la leptine) et 40 kDa - et couplés à des 

fluorophores ont été injectés par voie intra-veineuse en rétro-orbital chez des animaux 

sauvages C57Bl/6J mâles adultes. L’animal a été sacrifié 20 minutes après l’injection afin 

d’étudier la diffusion de ces molécules. Vingt minutes après l’injection, ces Dextrans sont 

visibles dans la lumière des vaisseaux sanguins de l’ARH et se sont accumulés dans le 

parenchyme de l’EM, mais aucun d’eux n’a diffusé de façon massive vers l’ARH (Figure 
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17 A). Cela suggère que cette barrière est capable de bloquer des molécules de poids 

supérieur ou égal à 3 kDa.  

En accord avec ces résultats, l’immunomarquage de l’albumine - une molécule 

plasmatique endogène d’environ 66 kDa - montre que celle-ci reste bloquée dans le 

parenchyme de l’EM sans pouvoir diffuser vers l’ARH (Figure 17 B). Le marquage de 

l’albumine nous permet donc de visualiser la limite de diffusion des molécules 

périphériques circulantes sans devoir recourir à l’injection de traceur fluorescent 

particulier. L’immunomarquage de l’albumine servira donc d’indicateur de l’intégrité de la 

barrière de diffusion à la frontière entre l’EM et l’ARH dans la suite des expériences.  

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Nature de la barrière de diffusion à l’interface de l’éminence médiane et du 
noyau arqué 

Plusieurs hypothèses existent quant à la nature de cette barrière. La sous-population 

des tanycytes β1 localisés aux extrémités latérales ventrales du 3V en particulier ont la 

particularité d’exprimer la protéine SPRR1a (Campbell et al. 2017), qui est réticulée aux 

protéines membranaires, formant ainsi une enveloppe insoluble sous la membrane 

plasmique. De façon intéressante, cette molécule joue un rôle dans la formation de la 

barrière épidermique. De par ses propriétés et sa localisation très particulière, SPRR1a 

pourrait jouer un rôle dans le blocage de la diffusion des molécules.  

Cette hypothèse est en cours d’exploration au laboratoire et ne sera pas abordée dans 

ce manuscrit. 

Figure 17 : Blocage de la diffusion des molécules entre l’éminence médiane (EM) et le noyau arqué 
(ARH) 

A. Diffusion des Dextrans fluorescents de 3, 10 et 40 kDa dans l’EM et l’ARH à partir de tranches de cerveau. Vingt 

minutes après leur injection intraveineuse, les Dextrans (marquage blanc) sont observables dans la lumière des 

vaisseaux sanguins de l’ARH (flèches blanches) et s’accumulent dans le parenchyme de l’EM, sans diffuser 

massivement vers l’ARH. B. Diffusion de la molécule endogène circulante albumine dans l’EM et l’ARH. 

L’immunomarquage de l’albumine plasmatique endogène (rouge) à partir d’une tranche de cerveau montre 

l’accumulation de cette molécule dans le parenchyme de l’EM, et son blocage à la frontière entre l’EM et l’ARH (ligne 

pointillée blanche). 
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D’autres auteurs ont découvert l’existence à la limite entre l’EM et l’ARH d’un dépôt 

de MEC s’apparentant au PNN (Horii-Hayashi et al. 2015, 2017; Mirzadeh et al. 2019; 

Pócsai and Kálmán 2014) et entourant principalement les neurones à NPY chez la souris 

(Mirzadeh et al. 2019) (cf. « Rôle éventuel de la MEC » en introduction). Le PNN est déjà 

connu pour son rôle de « barrière », limitant l’accès des molécules aux neurones qu’il 

entoure (Morawski et al. 2012), ainsi que la formation de nouvelles synapses à la surface 

de ces neurones (Barritt et al. 2006; Corvetti and Rossi 2005). Ainsi, le dépôt de PNN 

dans cette région cérébrale pourrait être impliqué dans le blocage de la diffusion des 

molécules entre l’EM et l’ARH. 

 

2.1. Implication du réseau peri-neuronal dans le blocage des molécules à la 
frontière entre l’éminence médiane et le noyau arqué 

Nous avons observé que la limite de diffusion des Dextrans et de l’albumine 

correspond parfaitement à la frontière entre l’EM et l’ARH. Cette limite de diffusion semble 

correspondre également avec la zone de dépôt de PNN déjà observée dans la littérature. 

Afin de déterminer si le dépôt de PNN joue un rôle dans le blocage des molécules décrit 

ci-dessus, un co-marquage du PNN grâce à la lectine WFA et de l’albumine a été réalisé 

à partir de tranches de cerveau de souris C57BL/6J mâles adultes. Les résultats obtenus 

montrent une parfaite corrélation entre le dépôt de PNN et la limite de diffusion de 

l’albumine (Figure 18 A). Cette corrélation suggère que le PNN localisé à la frontière entre 

l’EM et l’ARH pourrait jouer un rôle dans le blocage de la diffusion des molécules 

périphériques vers l’ARH. 

Afin d’établir si le PNN pourrait être impliqué dans le blocage de la diffusion des 

molécules périphériques vers l’ARH, nous avons altéré le dépôt de PNN grâce à 

l’injection stéréotaxique au niveau de l’ARH d’une enzyme capable de cliver les chaînes 

disaccharidiques des CSPGs : la ChABC. Cette enzyme catalyse le clivage de la liaison-

O liant un N-acétylgalactosamine avec un acide glucuronique au niveau des GAGs des 

CSPGs (Figure 18 B). Le PNN étant constitué majoritairement de CSPGs, cette enzyme 

est par conséquent capable de dégrader les GAGs qui constituent le PNN. 

Pour cette expérience, des mâles C57BL/6J adultes ont été injectés par stéréotaxie 

en bilatéral au niveau de l’ARH soit avec une solution contrôle de PBS 1X (se référer à 

la composition dans la partie Matériel et méthodes, page 116), soit avec l’enzyme ChABC 

et sacrifiés 48 heures après l’infusion (Figure 18 C). Suite à l’injection de la ChABC, nous 

constatons une diminution notable du marquage du PNN à la frontière entre l’EM et l’ARH 
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par rapport aux contrôles, indicatrice d’une altération significative du dépôt de PNN à cet 

endroit par cette enzyme (Figure 18 D, haut). Dans ce contexte, le marquage de 

l’albumine montre que celle-ci diffuse largement vers l’ARH chez les animaux injectés 

avec la ChABC alors qu’elle reste bloquée dans le parenchyme de l’EM chez les animaux 

contrôles comme observé précédemment chez les C57BL6/J non injectées (Figure 18 D, 

bas). Nous observons également parfois une diffusion de l’albumine dans le corps 

cellulaire des tanycytes (Figure 18 D, bas). Bien que ce ne soit pas le cas sur la majorité 

des tranches observées, nous ne pouvons exclure qu’il puisse exister un transport de 

l’albumine par les tanycytes. L’ensemble de ces résultats démontre le rôle majeur joué 

par le PNN dans le blocage des molécules à la frontière entre l’EM et l’ARH. En 

complément de ces expériences, un co-marquage du collagène IV et de ZO-1 sur des 

tranches de cerveau d’animaux injectés ou non avec la ChABC permettrait de vérifier que 

celle-ci n’a pas d’impact sur l’intégrité de la BHE.  
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2.2. Composition du réseau peri-neuronal à la frontière entre l’éminence médiane 
et le noyau arqué 

La composition du PNN étant connue pour varier selon la zone du SNC observée, 

nous avons ensuite déterminé précisément la composition de ce dépôt de PNN dans 

notre région cérébrale d’intérêt. Pour rappel, le PNN est constitué de CSPGs appartenant 

majoritairement à la famille des lecticans (ACAN, VCAN, NCAN, BCAN) greffés sur des 

chaînes d’AH, cette liaison étant stabilisée par les protéines de liaison HAPLNs. 

L’ensemble de la structure est stabilisé par la TNR. Afin d’établir la composition précise 

de la MEC localisée à la frontière EM/ARH, un marquage des composants principaux du 

PNN - à savoir l’AH, les lecticans et la TNR - a été réalisé sur des tranches de cerveau 

de souris C57BL6/J mâles adultes.  L’AH, base de la structure du PNN, est massivement 

détecté à la frontière entre l’ARH et le VMH et est également détecté dans le parenchyme 

de l’EM. Tout comme l’AH, la TNR est détectée dans le parenchyme de l’EM. Nous la 

retrouvons également exprimée de façon diffuse dans l’ARH.  

Enfin, parmi les lecticans, alors que le VCAN n’est pas (ou très faiblement) détecté 

dans cette région médio-basale de l’hypothalamus, le BCAN est détecté dans le 

parenchyme de l’EM et le NCAN est fortement exprimé à la frontière entre l’ARH et le 

VMH. L’ACAN est l’unique composant du PNN parmi ceux analysés dont le patron 

d’expression correspond à celui du PNN (Figure 19). La spécificité des 

immunomarquages a été préalablement validée par diverses expériences contrôles.  

Cette corrélation suggère que l’ACAN, localisé à la frontière entre l’EM et l’ARH, pourrait 

jouer un rôle dans le blocage de la diffusion des molécules périphériques vers l’ARH. 

 

 

 

Figure 18 : Le réseau peri-neuronal (PNN) est responsable du blocage de l'albumine à la frontière entre 
l’éminence médiane (EM) et le noyau arqué (ARH) 

A. L’albumine est bloquée au niveau du dépôt de PNN présent à la frontière entre l’éminence médiane (EM) et le noyau arqué 

(ARH). Le co-immunomarquage du PNN par la Wisteria Floribunda agglutinin (WFA) (en vert) et l’albumine (en rouge) montre la 

parfaite corrélation entre la limite de diffusion de l’albumine et le dépôt de PNN au niveau de la frontière entre l’EM et l’ARH. B. 

Mécanisme d’action de la Chondroïtinase ABC (ChACBC). La ChABC (en rouge) est une enzyme qui clive les chondroïtine-sulfate 

glycosaminoglycanes via les liaison-O liant les N-acétylgalactosamines avec un acide glucuronique. Elle agit entre autres sur les 

chondroïtine-4-sulfate et les chondroïtines-6-sulfate. C. Protocole expérimental de la dégradation des CSPGs du PNN par la 

ChABC et confirmation de cette destruction. Les souris sont injectées par stéréotaxie en bilatéral au niveau de l’ARH soit avec du 

PBS pour les contrôles, soit avec la ChABC, et sont sacrifiées deux jours après. D. Diffusion de l’albumine vers l’ARH après 

digestion locale du PNN par la ChABC. Panneau supérieur : Le marquage du PNN par la WFA (en vert) montre une nette 

diminution du marquage après injection de la ChABC comparé au contrôle injecté avec le PBS. Panneau inférieur : Après digestion 

du PNN par la ChABC à la frontière entre l’EM et l’ARH, l’albumine diffuse largement vers l’ARH alors qu’elle reste bloquée dans 

le parenchyme de l’EM chez les animaux contrôles injectés avec le PBS.  
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2.3. Identification du rôle majeur de l’aggrecan dans la barrière latérale de 

diffusion 

 

2.3.1. Corrélation entre le dépôt de l’aggrecan et le blocage de la diffusion des 
molécules 

Afin d’établir si l’ACAN pourrait jouer un rôle dans le blocage des molécules à la 

frontière entre l’EM et l’ARH, nous avons cherché à déterminer si son dépôt correspondait 

au blocage de la diffusion des molécules périphériques vers l’ARH, comme nous l’avons 

observé pour le PNN.  Un co-marquage de l’ACAN et de l’albumine a été réalisé sur des 

tranches de cerveau de souris C57BL/6J mâles adultes, et montre que le dépôt d’ACAN 

correspond parfaitement à la limite de diffusion de l’albumine (Figure 20 A). Ce résultat 

suggère que l’ACAN pourrait effectivement participer au blocage de la diffusion des 

molécules circulantes vers l’ARH. 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Composition du réseau peri-neuronal (PNN) à la frontière entre l’éminence médiane (EM) et le noyau 
arqué (ARH) 

Corrélation entre le patron d’expression de l’aggrecan et le marquage du PNN. Le PNN présent à la frontière entre l’EM et l’ARH 

est marqué grâce à la Wisteria Floribunda Agglutinin (WFA) (en vert). Le marquage des différents composants principaux du PNN, 

à savoir l’acide hyaluronique (AH), le neurocan (NCAN), la tenascine R (TNR), le versican (VCAN), et l’aggrecan (ACAN) montre 

que seul l’ACAN est détecté à la frontière entre l’éminence médiane et le noyau arqué selon le même patron d’expression que le 

PNN. L’AH et le NCAN sont détectés à la frontière entre l’ARH et le noyau ventromédian de l’hypothalamus (VMH). L’AH est 

également détectée de façon un peu diffuse dans le parenchyme de l’EM avec la TNR, elle-même détectée de façon diffuse 

également dans l’ensemble de l’ARH. Le VCAN n’est quant à lui pas, ou très faiblement, détecté dans cette région cérébrale. 
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2.3.2. Impact de la réduction du dépôt de l’ACAN sur la diffusion de l’albumine 

 

2.3.2.1. Apport des modèles génétiques d’hypomorphisme et de recombinaison 
homologue 

Dans le but d’établir si le dépôt d’ACAN à la frontière EM/ARH pourrait participer au 

blocage de la diffusion de molécules circulantes, nous avons étudié la distribution de 

l’albumine dans notre région d’intérêt dans des modèles murins génétiquement modifiés 

où le dépôt de l’ACAN est perturbé. 

 

• Apport d’un modèle hypomorphique pour l’ACAN  

Nous avons d’abord tiré parti du modèle murin hypomorphique pour l’Acan 

(AcanCreERT2) précédemment décrit (Alberton et al. 2019). Ce modèle consiste en 

l’insertion d’une cassette CreERT2 dans la région 3’-UTR du gène codant pour l’Acan, 

menant ainsi à une diminution de la production du protéoglycane. 

La quantification du signal de l’ACAN dans notre région d’intérêt réalisée à partir 

de tranches de cerveaux d’animaux Acan+/+ ; AcanCreERT2/+ et AcanCreERT2/CreERT2 

immunomarquées pour l’ACAN montre effectivement une diminution du dépôt de l’ACAN 

chez les animaux AcanCreERT2/+ et AcanCreERT2/CreERT2 comparé aux animaux contrôles. Il 

est intéressant de noter que la diminution est plus forte chez les animaux 

AcanCreERT2/CreERT2 (réduction d’environ 73%) que chez les animaux AcanCreERT2/+ 

(réduction d’environ 44%), avec une différence de marquage significative entre les 

animaux contrôles et AcanCreERT2/CreERT2 (p = 0.0352) (Figure 20 B). Ces résultats sont en 

accord avec la diminution de transcription de l’Acan observée par RT-qPCR à partir des 

microdissections d’EM et d’ARH chez ces animaux (Figure 20 C). On observe également 

une diminution graduée de la transcription de l’ACAN chez les animaux AcanCreERT2/+ 

(environ 17%) et AcanCreERT2/CreERT2 (environ 58%) comparé aux animaux contrôles, avec 

une différence significative entre les contrôles et les AcanCreERT2/CreERT2 (p = 0.0417) 

(Figure 20 C). 

Dans ce modèle, l’albumine diffuse vers l’ARH chez les animaux AcanCreERT2/+ et 

AcanCreERT2/CreERT2 alors que, comme attendu, elle reste bloquée dans le parenchyme de 

l’EM chez les animaux contrôles. De plus, la diffusion de l’albumine semble être 

proportionnelle au niveau de répression de la transcription de l’Acan (Figure 20 D). 
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• Apport du modèle de recombinaison homologue pour l’ACAN 

Un second modèle génétique murin a été utilisé pour évaluer l’impact d’une réduction 

du dépôt d’ACAN sur la diffusion des molécules vers l’ARH. Dans ce modèle, 

l’invalidation du gène de l’Acan a été réalisé par excision de l’exon 5 par recombinaison 

homologue conduisant à une interruption du cadre de lecture du gène. Les souris 

homozygotes pour cette mutation (Acan-/-) n’étant pas viables, l’ensemble de nos 

analyses se sont focalisées sur les animaux hétérozygotes (Acan+/-) adultes. 

Les immunomarquages dirigés contre l’ACAN montrent que la surface couverte par 

l’ACAN est significativement réduite chez les animaux hétérozygotes Acan+/- comparé 

aux animaux contrôles Acan+/+, attestant d’une altération du dépôt d’ACAN à la frontière 

EM/ARH et validant notre modèle d’étude (Figure 20 E-F). Chez les animaux Acan+/-, 

nous observons une large diffusion de l’albumine vers l’ARH alors que celle-ci reste 

bloquée dans le parenchyme de l’EM chez les animaux Acan+/+ (Figure 20 G). Ce 

deuxième modèle d’altération du dépôt d’ACAN confirme les résultats obtenus chez les 

animaux hypomorphiques pour l’Acan. L’ensemble de ces résultats suggère le rôle 

crucial joué par l’ACAN dans le blocage de la diffusion des molécules circulantes vers 

l’ARH. 

Toutefois, pour exclure la possibilité d’un effet compensatoire de la répression de 

l’Acan au cours du développement pouvant conduire à une diffusion de l’albumine vers 

l’ARH, nous avons déterminé l’impact d’une déstabilisation du dépôt de l’ACAN chez les 

animaux adultes. 
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Figure 20 : Altération de l'expression de l'aggrecan (ACAN) dans les modèles génétiques murins 

A. L’albumine est bloquée au niveau du dépôt de l’ACAN présent à la frontière entre l’éminence médiane (EM) et le noyau arqué 

(ARH). Le co-immunomarquage de l’ACAN (en vert) et l’albumine (en rouge) montre la parfaite corrélation entre la limite de 

diffusion de l’albumine et le dépôt d’ACAN au niveau de la frontière entre l’EM et l’ARH.  B-C. Modèle murin hypomorphique 

pour l’Acan. Ce modèle consiste en l’insertion d’une cassette CreERT2 dans la région 3’-UTR du gène codant pour l’Acan 

(AcanCreERT2), menant ainsi à une réduction de l’expression de cette protéine A-B. Quantification de la diminution de l’expression 

de l’ACAN dans le modèle murin portant une mutation hypomorphique pour l’Acan.  A. La surface couverte par le marquage de 

l’ACAN dans ce modèle est estimée grâce au logiciel ImageJ. Les résultats montrent une diminution significative du marquage 

de l’ACAN chez les animaux homozygotes comparé aux animaux contrôles (One-way ANOVA, comparaison multiple ; p = 

0.0352). B. Quantification de l’expression de l’ACAN par qPCR dans le modèle d’hypomorphisme pour l’Acan. A partir des ARN 

extraits des microdissections d’EM et ARH des cerveaux des animaux portant la mutation hypomorphique pour l’Acan, la 

technique de qPCR est utilisée pour quantifier le niveau d’expression de l’Acan. Les résultats obtenus sont en adéquation avec 

l’estimation de la surface marquée par l’ACAN, à savoir que celui-ci est significativement moins exprimé chez les animaux 

homozygotes comparé aux animaux contrôles (Kruskal-Wallis, comparaison multiple de Dunn ; p = 0.0417). C. Confirmation du 

rôle joué par l’ACAN dans le blocage des molécules à la frontière entre l’EM et l’ARH grâce au modèle murin de mutation 

hypomorphique pour l’Acan Le marquage de l’albumine (rouge) montre que chez les animaux hétérozygotes (CreERT2/+) ou 

homozygotes (CreERT2/CreERT2), l’albumine diffuse largement vers l’ARH, contrairement au contrôle (C57BL/6J) où elle reste 

bloquée dans le parenchyme de l’EM. De plus, la diffusion de cette molécule semble proportionnelle au niveau de répression de 

la transcription de l’Acan. D-F. Invalidation partielle de gène codant pour l’Acan par recombinaison homologue. D-E. Diminution 

de l’expression de l’ACAN dans ce modèle. L’immunomarquage de l’ACAN (vert) montre que son signal est réduit de façon très 

importante chez les animaux hétérozygotes Acan+/- comparé aux animaux contrôles Acan+/+. Le panneau E est un 

agrandissement du panneau D. F. Confirmation du rôle joué par l’ACAN dans le blocage des molécules à la frontière entre l’EM 

et l’ARH grâce au modèle murin recombinaison homologue pour l’Acan. L’immunomarquage de l’albumine (rouge) montre que 

celle-ci diffuse largement vers l’ARH lorsque la dépôt d’ACAN est altéré (Acan+/-) alors qu’elle reste bloquée dans le parenchyme 

de l’EM lorsque le dépôt d’ACAN est intact (Acan+/+). 

A B C D 

E F G 
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2.3.2.2. Impact de la destruction enzymatique de l’aggrecan chez l’animal adulte 

Notre objectif étant de cibler la dégradation spécifique de l’ACAN pour évaluer l’impact 

de sa déstabilisation sur la diffusion des molécules périphériques vers l’ARH, nous avons 

porté notre choix sur une enzyme ayant une activité aggrecanase : l’ADAMTS-5. Comme 

décrit précédemment pour les expériences impliquant la ChABC, l’ADAMTS-5 est 

injectée par stéréotaxie en bilatéral au niveau de l’ARH chez des souris C57BL/6J mâles 

adultes alors que les animaux contrôles reçoivent des injections de PBS 1X. Les animaux 

sont sacrifiés 48 heures après l’injection intracérébrale (Figure 21 A). 

Dans un premier temps, l’efficacité de cette enzyme pour la dégradation de l’ACAN 

dans la zone cérébrale d’intérêt a été vérifiée par immunomarquage sur des coupes de 

cerveaux. Ainsi, après injection de l’ADAMTS-5, le marquage pour l’ACAN diminue de 

façon significative d’environ 67% par rapport au contrôle (p = 0.0002) (Figure 21 B). De 

plus, de la même manière qu’après digestion avec la ChABC, l’albumine diffuse 

largement vers l’ARH après injection de l’ADAMTS-5 alors qu’elle reste bloquée dans le 

parenchyme de l’EM chez les animaux contrôles (Figure 21 C).  

D’autre part, les injections d’ADAMTS-5 n’ont pas clairement altéré les dépôts d’AH, 

de NCAN et de TNR (Figure 22 A) indiquant que l’ADAMTS-5 agit spécifiquement sur 

l’ACAN dans cette région. D’autre part, nous avons également analysé l’intégrité de la 

BHE présente au niveau des capillaires de l’ARH, et de la barrière EM/LCR, formée par 

les jonctions serrées tanycytaires, suite à l’injection d’ADAMTS-5 dans notre région 

d’intérêt. En effet, une altération de l’une et/ou l’autre de ces barrières pourrait conduire 

à une interprétation erronée des observations. Pour cela, nous avons réalisé un co-

marquage de ZO-1 - marqueur des jonctions serrées - ainsi que du collagène IV - 

marqueur de la membrane basale des vaisseaux - sur des tranches de cerveau 

d’animaux contrôles et injectés avec l’aggrecanase. Les jonctions serrées étant 

détectées au niveau des vaisseaux de l’ARH ainsi qu’au niveau des tanycytes aussi bien 

chez les animaux contrôles que chez les animaux injectés avec l’ADAMTS-5, (Figure 22 

B) nous pouvons donc conclure que l’ADAMTS-5 n’a pas altéré les jonctions serrées ni 

de la BHE ni de la barrière tanycytaire indiquant que ces deux barrières sont restées 

fonctionnelles. 



- 77 - 
 

 

De façon intéressante, dans le modèle d’injection par stéréotaxie de la ChABC 

(Figure 23 A), nous observons une diminution significative d’environ 64% du marquage 

de l’ACAN après l’infusion de cette enzyme (p = 0.0425) (Figure 23 B), bien que cette 

dernière ne possède pas d’activité protéase. Cette observation inattendue suggère que 

la diffusion de l’albumine dans l’ARH (Figure 23 C), consécutive à l’injection de ChABC, 

pourrait être liée à une déstabilisation de l’ACAN. Dans ce même modèle, nous 

observons également une diminution massive du marquage pour l’AH et pour le NCAN 

indiquant que la ChABC a totalement déstabilisé l’organisation matricielle dans cette 

région cérébrale (Figure 22 C).   

L’ensemble de ces résultats montre que l’ACAN joue un rôle majeur dans le 

blocage de la diffusion des molécules vers l’ARH. L’importance de l’ACAN pour le 

blocage de la diffusion des molécules circulantes du parenchyme de l’EM vers l’ARH 

étant établie, nous nous sommes intéressés au rôle physiologique de cette barrière. 

Figure 21 : L’aggrecan (ACAN) est responsable du blocage des molécules à la frontière entre l’éminence médiane 

(EM) et le noyau arqué (ARH)  

A. Protocole expérimental de la destruction de l’ACAN par l’aggrecanase ADAMTS-5. Les souris sont injectées par stéréotaxie en 

bilatéral au niveau de l’ARH soit avec du PBS pour les contrôles, soit avec l’ADAMTS-5, et sont sacrifiées deux jours après. B. 

Quantification de la diminution du marquage de l’ACAN après digestion par l’ADAMTS-5. La quantification du marquage de l’ACAN à 

l’aide du logiciel ImageJ montre une diminution significative de celui-ci après injection de l’ADAMTS-5 (Mann-Whitney ; p = 0.0002).   C. 

Diffusion de l’albumine après digestion de l’ACAN par l’ADAMTS-5. Panneau supérieur : Le marquage de l’ACAN (en vert) est nettement 

diminué après injection de l’ADAMTS-5 comparé au contrôle. Panneau inférieur :  Après digestion de l’ACAN par l’ADAMTS-5 à la 

frontière entre l’EM et l’ARH, l’albumine (rouge) diffuse largement vers l’ARH alors qu’elle reste bloquée dans le parenchyme de l’EM 

chez les animaux contrôles injectés avec le PBS. 

 
A C 
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- 78 - 
 

 

 

 

 

Figure 22 : L'aggrecanase ADAMTS-5 est spécifique pour l'aggrecan (ACAN) 

A. La chondroïtinase ABC (ChABC) digère l’acide hyaluronique (AH), affectant de ce fait tous les chondroïtines sulfates sans distinction. 

Après l’injection intracérébrale de la ChABC, l’acide hyaluronique (AH) est dégradé par l’activité hyaluronidase de la ChABC. L’AH 

étant le support de l’architecture du PNN, le neurocan (NCAN) n’est de ce fait plus détectable non plus. Seule la tenascine R (TNR) ne 

semble pas affectée par la ChABC. B. L’ADAMTS-5 n’altère aucun autre composant du réseau peri-neuronal (PNN). Après l’injection 

intracérébrale de l’ADAMTS-5, ni l’AH ni le NCAN ni la TNR ne sont dégradés par l’aggrecanase. C. L’ADAMTS-5 n’affecte ni la barrière 

tanycytaire ni la barrière hématoencéphalique (BHE). Après injection intracérébrale de l’ADAMTS-5, le marquage de l’ACAN (en rouge, 

premier panneau) est réduit par rapport au contrôle. Toutefois, l’injection de l’enzyme n’a pas eu d’impact sur le marquage de ZO-1 (en 

vert, troisième panneau), marqueur des jonctions serrées présentes entre les tanycytes qui bordent le 3ème ventricule et qui forment la 

barrière tanycytaire, ou présentes au niveau des vaisseaux sanguins du noyau arqué (colocalisation des marquages ZO-1 et Collagène 

IV (Coll IV, en rouge, deuxième et quatrième panneaux) marqueur des cellules endothéliales. 

A B C 
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Figure 23 : La chondroïtinase ABC (ChABC) déstabilise l'ensemble du réseau peri-neuronal (PNN) 

A. Protocole expérimental de la digestion locale du PNN par la ChABC. Les souris sont injectées par stéréotaxie 

en bilatéral au niveau de l’ARH soit avec du PBS pour les contrôles, soit avec la ChABC, et sont sacrifiées deux 

jours après.  B. Quantification de la diminution du marquage de l’ACAN après digestion par la ChABC. La surface 

couverte par le marquage de l’ACAN est estimée grâce au logiciel ImageJ. Les résultats montrent une diminution 

significative du marquage de l’ACAN chez les animaux injectés par stéréotaxie avec la ChABC comparé aux 

animaux contrôles (test t non pairé ; p = 0.0425). C. Diffusion de l’albumine vers l’ARH après l’altération indirecte 

locale de l’ACAN par la ChABC. Panneau supérieur : Le marquage de l’ACAN (en vert) est nettement diminué 

après injection de la ChABC comparé au contrôle injecté avec le PBS. Panneau inférieur : Après l’altération 

indirecte du dépôt d’ACAN par la ChABC à la frontière entre l’EM et l’ARH, l’albumine diffuse largement vers 

l’ARH alors qu’elle reste bloquée dans le parenchyme de l’EM chez les animaux contrôles.   

A 

B 

C 
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Partie 2 : Etude du rôle physiologique de la barrière latérale de diffusion 

Dans la partie précédente, il a été montré que le PNN, et plus précisément l’ACAN, 

joue un rôle primordial dans le blocage des molécules à la frontière entre l’EM et l’ARH. 

Nous avons également mis au point un modèle de digestion enzymatique du dépôt 

d’ACAN par injection stéréotaxique de l’aggrecanase ADAMTS-5, permettant de ce fait 

d’étudier le rôle de la BLD. Cette barrière est capable de bloquer des molécules dont le 

poids moléculaire est supérieur ou égal à 3 kDa (équivalent au poids moléculaire de la 

ghréline). Des études ont montré que le PNN impacte l’activité électrique des neurones 

qu’il entoure en modifiant leur réponse aux molécules circulantes (Wingert and Sorg 

2021). Cette partie vise à déterminer si cette BLD joue un rôle physiologique dans la 

régulation de la prise alimentaire et si elle peut être modulée par le statut métabolique, 

modifiant ainsi les réponses des neurones aux hormones métaboliques circulantes.  

 

1. Importance et plasticité de l’aggrecan pour la régulation de la prise 
alimentaire  

Dans le but de déterminer si la barrière joue un rôle dans la régulation de la prise 

alimentaire, nous avons quantifié la nourriture ingérée par des souris C57BL/6J non 

injectées, ou ayant été injectées en intracérébral avec du PBS ou de l’ADAMTS-5 en 

bilatéral au niveau de l’ARH (PBSARH et ADAMTS-5ARH) après un jeûne nocturne de 16 

heures, imposé le lendemain de l’infusion cérébrale. La quantité de nourriture ingérée par 

ces animaux a été mesurée sur une période de 2 heures après le jeûne (Figure 24 A). 

Les résultats montrent que la prise alimentaire des animaux non injectés et des animaux 

PBSARH sont équivalentes, indiquant ainsi que l’injection stéréotaxique elle-même 

n’influence pas la prise alimentaire. En revanche, les animaux ADAMTS-5ARH mangent 

environ 40% plus que les animaux non injectés ou injectés avec le PBS dans l’ARH (p = 

0.0391 et p = 0.0334 respectivement) (Figure 24 B). Ces résultats montrent que l’ACAN 

est impliqué dans la régulation de la prise alimentaire. 

De façon intéressante, un article a récemment montré que le PNN localisé dans le 

parenchyme de l’EM est plastique en fonction du statut métabolique de l’animal (Kohnke 

et al. 2021). Nous avons donc cherché à déterminer si le dépôt d’ACAN localisé à la 

frontière EM/ARH est également plastique en fonction du statut alimentaire de l’animal, 

et donc si cette BLD est capable de s’adapter dans le but de réguler la prise alimentaire. 

Pour cela, nous avons étudié l’expression et le dépôt de l’ACAN dans la région EM/ARH 

chez des animaux nourris, mis à jeun, et renourris 4 heures après un jeûne de 16 heures. 
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Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à la variation de l’expression 

de l’Acan lors de la mise à jeun des animaux. Pour cela, les EM et ARH des animaux 

nourris, à jeun et renourris ont été microdisséqués, et les ARNs totaux de ces tissus ont 

été extraits afin de procéder à une analyse par qPCR des niveaux d’expression des 

différents composants du PNN (données non montrées dans ce manuscrit). Nous avons 

alors constaté que l’expression d’ARN codant pour l’Acan augmente significativement 

chez les animaux à jeun comparé aux animaux nourris (p = 0.0007). De façon 

intéressante, nous n’observons pas de différence significative de l’expression de l’Acan 

entre les animaux nourris et renourris, indiquant que l’expression de l’Acan chez les 

animaux renourris tend à revenir au niveau basal (Figure 24 C, gauche). 

Nous nous sommes ensuite intéressés à l’expression protéique de l’ACAN entre ces 

différents groupes en analysant le patron d’expression de ce PG par immunomarquage.  

En accord avec les résultats obtenus par qPCR décrits ci-dessus, l’estimation de la 

surface couverte par le marquage de l’ACAN montre une augmentation significative de 

30% (p=0.0049) de la surface couverte par l’ACAN chez les animaux mis à jeun comparé 

aux animaux nourris, ainsi qu’une tendance du retour au niveau basal chez les animaux 

renourris (Figure 24 C, droite). Nous avons observé que l’augmentation de la surface 

couverte par l’ACAN se caractérise par une extension dorsale de ce CSPG chez les 

animaux à jeun (Figure 24 D).  

De façon intéressante, la ré-analyse bio-informatique de données de séquençage sur 

cellule unique de la région EM/ARH (Campbell et al. 2017) montre que l’expression de 

l’Acan par les neurones NPY varie en fonction du statut métabolique, et a permis 

l’identification d’une sous-population particulière de neurones NPY n’exprimant l’Acan 

qu’en état de jeûne (Figure 24 E). Or l’immunomarquage de l’ACAN sur des tranches de 

cerveau de souris NPY-GFP (exprimant la protéine fluorescente verte GFP dans les 

neurones à NPY spécifiquement) montre qu’à l’état basal nourri le dépôt d’ACAN est 

accumulé autour des neurones NPY les plus ventraux de l’ARH, alors que l’extension 

dorsale du patron d’expression de l’ACAN observé ci-dessus lors de l’état de jeûne inclus 

des neurones NPY localisés plus dorsalement (Figure 24 D, encart). Le comptage du 

nombre de neurones NPY enchâssés dans l’ACAN augmente d’ailleurs plus de 2.5 fois 

(p = 0.0286) chez les animaux mis à jeun comparé aux animaux nourris (Figure 24 F).  

En accord avec l’ensemble de ces résultats, des résultats de RNAscope, réalisé avec 

des sondes dirigées contre l’Acan et le Npy sur des tranches de souris nourries ou mises 

à jeun montrent que l’Acan est bien plus exprimé en condition de jeûne qu’à l’état basal 
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nourri. De plus, l’expression de l’Acan et du Npy semblent colocaliser (Figure 24 G). Une 

deuxième expérience de RNAscope opposant soit la co-hybridation de sondes dirigées 

contre l’Acan et le Npy, soit la co-hybridation de sondes dirigées contre l’Acan et la Pomc 

permet de confirmer que l’Acan est synthétisé par les neurones à NPY et non par les 

neurones à POMC (Figure 24 H). 

L’ensemble de ces résultats montre que la BLD joue un rôle dans la prise alimentaire, 

et que le dépôt d’ACAN à la frontière entre l’EM et l’ARH subit un remodelage et s’adapte 

en fonction du statut alimentaire des animaux. Cela suggère que la barrière formée par 

le dépôt d’ACAN joue un rôle dans la régulation de la prise alimentaire, en particulier en 

régulant l’accès des signaux métaboliques circulants tels que la ghréline ou la leptine aux 

neurones à NPY. C’est pourquoi nous nous sommes attachés, dans la suite des résultats, 

à découvrir le rôle joué par l’ACAN dans la réponse des neurones de l’ARH et en 

particulier les neurones à NPY à ces deux hormones métaboliques périphériques. 
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Figure 24 : Plasticité de la barrière latérale de diffusion en fonction du statut métabolique alimentaire de l’animal ; 
Importance de cette barrière dans la prise alimentaire 

A. Protocole expérimental de la mesure de la prise alimentaire après destruction de la barrière. Les animaux sont mis à jeun sur la nuit 

le lendemain de l’injection intracérébrale de PBS ou d’ADAMTS-5 au niveau de l’ARH. Le lendemain de la mise à jeun, la prise 

alimentaire est mesurée chez les animaux pendant 2 heures. B. Augmentation de la prise alimentaire après dégradation du dépôt 

d’ACAN. La prise alimentaire est comparable chez les animaux n’ayant reçu aucune injection et ceux injectés avec du PBS, mais est 

significativement plus élevée chez les animaux dont la barrière a été détruite par rapport à ces deux groupes (Kruskal-Wallis, 

comparaison multiple de Dunn ; p = 0.0391 et p = 0.0334 respectivement) C. Variation de la production d’aggrecan (ACAN) en fonction 

du statut métabolique de l’animal. Panneau de gauche : L’analyse par qPCR de la production d’Acan à partir des éminences médianes 

(EM) et noyau arqué (ARH) microdisséqués sur des cerveaux de souris nourries, mises à jeun ou renourries 4 heures montre une 

augmentation significative de la synthèse d’Acan chez les animaux mis à jeun comparé aux animaux nourris (One-way ANOVA, 

comparaison multiple ; p = 0.0007) En revanche elle tend à revenir au niveau basal chez les animaux renourris. Aucune différence 

significative observée entre les animaux renourris et nourris (One-way ANOVA, comparaison multiple ; p = 0.9243). Panneau de droite : 

La surface couverte par le marquage de l’ACAN est estimée en détourant ce marquage à l’aide de l’outil « polygone » du logiciel Zen. 

Les résultats montrent une augmentation significative de la surface marquée par l’ACAN chez les animaux à jeun comparé aux animaux 

nourris (One-way ANOVA, comparaison multiple ; p = 0.0049) et un retour à l’état basal chez les animaux renourris chez lesquels le 

dépôt d’ACAN est comparable à celui observé chez les animaux nourris (One-way ANOVA, comparaison multiple ; p = 0.6775). D. Le 

dépôt d’ACAN s’étend dorsalement chez les animaux à jeun. L’immunomarquage de l’ACAN (rouge) chez des animaux nourris et à jeun 

montre une modification du patron d’expression de l’ACAN qui s’étend dorsalement chez les animaux à jeun. La même expérience faite 

chez des animaux NPY-GFP montre que l’ACAN entoure des neurones NPY localisés plus dorsalement dans le noyau arqué. E. Analyse 

bio-informatique d’un jeu de données de single cell (Campbell) en fonction du statut métabolique alimentaire de l’animal. Cette analyse 

de données met en évidence une sous-population de neurones NPY exprimant l’Acan uniquement lorsque l’animal est à jeun. F. 

Augmentation du nombre de neurones NPY enchâssés dans l’ACAN chez l’animal mis à jeun. Le comptage du nombre de neurones 

NPY enchâssés dans l’ACAN en fonction du statut métabolique de l’animal montre que celui-ci augmente plus de 2.5 fois si l’animal est 

à jeun comparé aux animaux nourris. (Mann-Whitney ; p = 0.0286). G. Patron d’expression de l’ARNm codant pour l’Acan en fonction 

du statut métabolique alimentaire de l’animal obtenu par RNAscope. La co-hybridation des sondes dirigées contre l’Acan (en blanc) et 

le Npy (en rouge) montre une augmentation de la synthèse de l’Acan lors de la mise à jeun, et l’expression de l’Acan colocalise avec 

celle du Npy.  H. Patron d’expression de l’ARNm codant pour l’Acan obtenu par RNAscope. La co-hybridation des sondes dirigées contre 

l’Acan (blanc) et le Npy (rouge) dans le panneau supérieur montre une colocalisation des ARNm de ces deux protéines. En revanche, 

la co-hybridation des sondes dirigées contre l’Acan (blanc) et la Pomc (rouge) dans le panneau inférieur) montre que les ARNm codant 

pour l’Acan sont totalement exclus des neurones exprimant la Pomc. 
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2. Impact de la dégradation de l’aggrecan sur la réponse centrale à la ghréline 

La ghréline est une hormone de petite taille (3 kDa) ayant une action orexigène, c’est-

à-dire qui promeut la prise alimentaire. Elle est sécrétée principalement par l’estomac en 

réponse au jeûne et agit en activant les neurones NPY/AgRP pour induire la prise 

alimentaire. Afin d’évaluer l’importance de la BLD pour l’activation des neurones NPY par 

la ghréline, et donc son impact sur la prise alimentaire, nous avons évalué la prise 

alimentaire et l’activation neuronale suite à l’injection de ghréline avec (ADAMTS-5ARH) 

ou sans (PBSARH) digestion du dépôt d’ACAN à la frontière entre l’EM et l’ARH (Figure 

25 A). Ces expériences ont été réalisées avec des souris mâles adultes C57BL/6J et 

NPY-GFP. Dans nos analyses, seuls les animaux dont la barrière a été détruite au moins 

en partie (réduction du marquage pour l’ACAN et diffusion de l’albumine observés par 

immunomarquage) ont été considérés.  

 

2.1. Impact de la dégradation de l’aggrecan sur l’effet orexigène de la ghréline 

Au bout de 30 minutes après l’injection intrapéritonéale de ghréline, les animaux 

ADAMTS-5ARH mangent environ 2 fois plus que les animaux PBSARH (p = 0.0038) (Figure 

25 B). Ces résultats indiquent que la dégradation de l’ACAN favorise l’effet orexigène de 

la ghréline, qui pourrait être dû à une activation neuronale accrue dans cette zone 

cérébrale suite à l’injection de la ghréline. 

 

2.2. Impact de la dégradation de l’aggrecan sur l’activation neuronale dans l’ARH 
suite à l’injection de ghréline 

La prise alimentaire est médiée par l’activation des neurones à NPY de l’ARH par la 

ghréline (Tschop et al. 2000; Valassi, Scacchi, and Cavagnini 2008). La prise alimentaire 

étant augmentée de façon significative après la dégradation du dépôt d’ACAN entourant 

les neurones à NPY à la frontière EM/ARH, nous avons analysé l’activation des neurones 

de l’ARH avec ou sans destruction de ce dépôt d’ACAN. Pour cela, nous avons utilisé le 

marquage c-fos, qui correspond à un marqueur d’activation neuronale (Herrera and 

Robertson 1996) (Figure 25 C). Les neurones c-fos positifs situés dans la partie ventrale 

de l’ARH (correspondant aux neurones NPY) et ceux situés dans la partie dorsale de 

l’ARH ont été dénombrés dans chaque condition. Après comptage, aucune différence 

significative du nombre de neurones c-fos positifs dans la partie ventrale de l’ARH n’a pu 

être observée (p = 0.0801) (Figure 25 D, haut). En revanche, le nombre de neurones 
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activés dans la partie dorsale de l’ARH est significativement plus élevé chez les animaux 

ADAMTS-5ARH que chez les animaux PBSARH (p = 0.0085) (Figure 25 D, bas).  

 

2.3. Identification des neurones activés dans la partie dorsale de l’ARH après 
dégradation de l’aggrecan et injection de ghréline 

Compte tenu de leur localisation dans l’ARH, les neurones dorsaux activés en 

réponse à l’injection de ghréline chez les animaux ADAMTS-5ARH
 ne correspondent pas 

à des neurones NPY. Nous avons donc cherché à identifier cette population neuronale. 

Une étude transcriptomique a permis de lister l’ensemble des populations neuronales 

présentes dans l’hypothalamus, dont les neurones exprimant la tyrosine hydroxylase. 

Ces neurones ont été précédemment décrits comme présentant à leur surface le 

récepteur pour la ghréline et comme étant impliqué dans la prise alimentaire. Dans le but 

de déterminer si les neurones activés en réponse à la ghréline dans la partie dorsale de 

l’ARH chez les animaux ADAMTS-5ARH correspondent aux neurones à TH, nous avons 

réalisé un co-marquage c-fos/TH sur ces animaux. Ce co-marquage montre une 

corrélation entre les neurones activés dans la partie dorsale de l’ARH chez les animaux 

ADAMTS-5ARH et les neurones à TH (Figure 25 E). Toutefois, il est intéressant de noter 

que les neurones à TH ne représentent qu’une partie des neurones c-fos positifs dans la 

partie dorsale de l’ARH, indiquant qu’il existe d’autres populations neuronales activées 

suite à l’injection de ghréline lorsque le dépôt d’ACAN est déstructuré.  

Ce même co-marquage c-fos TH réalisé sur des souris NPY-GFP – exprimant la GFP 

dans les neurones à NPY – nous a permis d’affirmer que la population de neurones à TH 

identifiée dans la partie dorsale de l’ARH est distincte de celle des neurones à NPY 

localisés dans la partie ventrale de l’ARH. De plus, l’observation de neurones double 

positifs c-fos/GFP montre que les neurones activés dans la partie ventrale de l’ARH chez 

les animaux PBSARH et ADAMTS-5ARH en réponse à la ghréline correspondent bien aux 

neurones NPY (Figure 26). 

Afin de déterminer si l’activation de ces neurones à TH est due à une action directe 

de la ghréline ou à un effet trans-synaptique, nous avons réalisé un marquage de la 

protéine mTOR phosphorylée (pmTOR), dont l’importance dans la voie de signalisation 

de la ghréline a été décrite (Martins et al. 2012). Le co-marquage pmTOR/TH confirme 

que les neurones à TH expriment p-mTOR suggérant qu’ils sont directement activés par 

la ghréline (Figure 25 F). 
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Pris dans leur ensemble, ces résultats suggèrent que si la BLD ne semble pas 

indispensable pour l’activation des neurones NPY par la ghréline, elle permet toutefois 

de ralentir la diffusion de celle-ci.  Cette activation de neurones supplémentaires dans la 

partie dorsale de l’ARH suite à la déstabilisation de la barrière semble pouvoir expliquer 

au moins en partie l’augmentation de la prise alimentaire chez ces individus, confirmant 

ainsi l’implication de la BLD dans la régulation physiologique de la prise alimentaire. 

Toutefois, nous pouvons également conclure que le nombre de neurones NPY activés 

étant semblable en présence ou en absence de la barrière, celle-ci n’est pas nécessaire 

pour l’activation des neurones NPY par la ghréline. Dans le but de déterminer s’il en est 

de même pour la leptine, nous sommes intéressés par la suite à l’importance de la BLD 

pour la réponse des neurones de l’ARH à la leptine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Rôle de la barrière latérale de diffusion à la frontière entre l’éminence médiane (EM) et le noyau arqué 
(ARH) dans la réponse de la ghréline 

A. Protocole expérimental du challenge ghréline. 48 heures après l’injection intracérébrale d’ADAMTS-5 ou PBS pour les contrôles, 

les animaux sont injectés en intrapéritonéal avec de la ghréline (2 mg/kg). A partir de l’injection de ghréline, la prise alimentaire est 

mesurée sur 30 minutes avant sacrifice de l’animal. B. Mesure de la prise alimentaire après injection intraperitonéale de ghréline. Les 

animaux dont la barrière a été déstabilisée par l’ADAMTS-5 mangent environ 2 fois plus que les animaux contrôles dont la barrière 

est intacte. (test t non pairé ; p = 0.0038). C. Analyse de l’activation neuronale dans l’ARH en réponse à l’injection de ghréline. 

L’immunomarquage de cfos (rouge), marqueur de l’activation neuronale, montre une activation comparable entre les animaux 
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contrôles et ceux injectés avec l’ADAMTS-5 dans la partie ventrale de l’ARH, mais plus importante dans la partie dorsale de l’ARH 

après destruction de la barrière. D. Comptage du nombre de neurones cFos+ activés dans l’ARH en réponse à l’injection de ghréline. 

Panneau supérieur : Les comptages des neurones cfos+ confirment que le nombre de neurones activés dans la partie ventrale de 

l’ARH après injection de ghréline est similaire en présence ou en absence de barrière (test t non pairé ; p = 0.0801). Panneau inférieur : 

Le nombre de neurones activés dans la partie dorsale de l’ARH après l’injection de ghréline est significativement supérieur lorsque la 

barrière est détruite (Mann-Whitney ; p = 0.0085). E. Identification des neurones activés dans la partie dorsale de l’ARH après injection 

de la ghréline. L’immunomarquage de la tyrosine hydroxylase (TH ; en blanc) montre qu’au moins une partie des neurones cfos+ (en 

rouge) localisés dans la partie dorsale de l’ARH, en présence (PBS) ou en absence (ADAMTS-5) de barrière, est également TH+. F. 

Les neurones TH+ localisés dans la partie dorsale de l’ARH sont activés par action directe de la ghréline. L’immunomarquage de la 

protéine mTOR phosphorylée (pmTOR ; en rouge), présente en amont de la voie de signalisation de la ghréline, correspond aux 

neurones TH+ activés après injection de la ghréline chez les animaux dont la barrière a été détruite. 
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Figure 26 : Les neurones activés par la ghréline dans la partie ventrale du noyau arqué (ARH) sont les 
neurones à NPY 

Le challenge ghréline réalisé sur des souris mâles adultes NPY-GFP (exprimant la GFP dans les neurones NPY ; verts) 

permet d’établir que les neurones activés (i.e. cfos+ ; en rouge) dans la partie ventrale de l’ARH après injection de 

ghréline sont les neurones à NPY (en jaune), mais également que les neurones activés dans la partie dorsale de l’ARH 

et identifiés comme tyrosine hydroxylase (TH ; en blanc) positifs ne sont pas des neurones à NPY (flèches blanches) 
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3. Impact de la dégradation de l’aggrecan sur la réponse centrale à la leptine 

La leptine est une hormone de 16 kDa dite anorexigène, c’est-à-dire qui favorise la 

dépense énergétique et diminue la prise alimentaire. Elle est notamment sécrétée par le 

tissu adipeux et est principalement décrite comme une hormone pouvant activer les 

neurones à POMC et inhiber les neurones à NPY. A l’inverse de la ghréline, son taux 

circulant chute au moment du jeûne pour revenir à un niveau de base en postprandial 

(Ahlma et al. 1996; Becker et al. 1995; Trayhurn et al. 1995). En condition basale, la 

leptine active les neurones à POMC pour médier son action anorexigène. Lors du jeûne, 

le taux de ghréline plus important permet l’activation des neurones NPY. Après un jeûne, 

la leptine inhibe donc les neurones NPY préalablement activés par la ghréline. Nous nous 

sommes donc intéressés aux effets d’une dégradation de l’ACAN sur la réponse à la 

leptine lorsque les animaux sont nourris ou lorsque les animaux ont été préalablement 

mis à jeun.  

 

3.1. Analyse de l’impact de la dégradation de l’aggrecan sur la réponse centrale à 
la leptine chez les animaux nourris 

Afin d’étudier l’effet de la barrière sur l’activation des neurones à POMC par la leptine, 

la barrière de diffusion est déstabilisée par des infusions intracérébrales d’ADAMTS-5 

comme décrit précédemment avant d’injecter de la leptine aux animaux nourris ad libitum 

(Figure 27 A). 

Lors de la mesure de la prise alimentaire après injection intrapéritonéale de leptine, 

aucune différence n’est observée entre les animaux dont la barrière est intègre et ceux 

dont la barrière est détruite (Figure 27 B, gauche). En accord avec ces résultats, aucune 

différence n’est observée dans le comptage des neurones c-fos positifs entre ces deux 

groupes (Figure 27 B, droite ; Figure 27 C). Ces résultats suggèrent que cette barrière 

n’est pas nécessaire pour l’activation des neurones à POMC par la leptine lorsque les 

animaux sont nourris. 

De façon cohérente, nous avons montré que le co-marquage de l’ACAN et de la 

POMC avec l’albumine met en évidence que même si l’ACAN entoure une petite partie 

des neurones à POMC, ceux-ci sont situés plus latéralement par rapport à la limite de 

diffusion de l’albumine. D’autre part, ils ne sont pas majoritairement enchâssés dans le 

dépôt d’ACAN. En revanche, le co-marquage de l’ACAN et de l’albumine sur des souris 

NPY-GFP montre que la limite de diffusion de l’albumine correspond parfaitement à la 

ligne des neurones NPY entourés par l’ACAN (Figure 27 D). Cela suggère donc que ce 
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dépôt d’ACAN influencerait l’activité des neurones à NPY, mais n’interviendrait pas dans 

celle des neurones à POMC. Cela expliquerait pourquoi aucune différence n’a été 

observée concernant l’activation des neurones à POMC par la leptine en présence ou en 

absence de la barrière.  

 

  

Figure 27 : La destruction de la barrière de diffusion des molécules ne semble pas modifier l’activation des 
neurones à POMC suite à une injection de leptine 

A. Protocole expérimental du challenge à la leptine sans mise à jeun. Protocole expérimental mis en place pour étudier l’effet de 

la dégradation de l’ACAN sur la réponse à la leptine chez les animaux nourris ad libitum Les animaux sont injectés par stéréotaxie 

avec du PBS ou de l’ADAMTS-5 au niveau de l’ARH (PBSARH ou ADAMTS-5ARH respectivement). 48 heures après l’injection, la 

prise alimentaire est mesurée sur une durée de 30 minutes suite à l’injection intrapéritonéale de leptine (3 mg/kg). B. La 

destruction de la barrière n’impacte ni la prise alimentaire ni la signalisation de la leptine. Panneau gauche : la mesure de la prise 

alimentaire sur 30 minutes après injection de leptine ne montre aucune différence sur la quantité consommée entre les animaux 

dont la barrière est intacte (PBSARH) et ceux dont la barrière est détruite (ADAMTS-5ARH) (Mann-Whitney ; p = 0.4835) Panneau 

droite : Le comptage de neurones cfos+ (activateur neuronal ; en rouge) ne montre aucune différence du nombre de neurones 

activés dans l’ARH entre les animaux dont la barrière est détruite et ceux dont la barrière est intègre. C. La répartition des 

neurones activés par la leptine sans mise à jeun préalable (Panneau supérieur ; en rouge) semble correspondre aux neurones 

à POMC (Panneau inférieur ; en rouge). D. La limite de diffusion de l’albumine corrèle parfaitement avec les neurones NPY, mais 

pas les neurones POMC. Panneau haut. Le marquage de l’albumine (en rouge) sur des tranches de cerveau de souris NPY-

GFP (dont les neurones NPY expriment la GFP, en vert) montre que la limite de diffusion de cette protéine correspond 

parfaitement à la ligne formée par les neurones NPY ventraux de l’ARH. Panneau bas. En revanche, le co-marquage de 

l’albumine (en rouge) et des neurones à POMC (en vert) montre que les neurones à POMC sont localisés plus latéralement par 

rapport à la limite de diffusion de l’albumine.   
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3.2. Analyse de l’impact de la dégradation de l’aggrecan sur la réponse centrale à 
la leptine chez les animaux préalablement mis à jeun 

Afin d’étudier l’influence de la barrière sur l’inhibition des neurones à NPY par la 

leptine, nous avons établi un protocole expérimental où les neurones à NPY sont 

préalablement activés chez les animaux ayant reçu ou non une infusion intracérébrale 

d’ADAMTS-5 (ADAMTS-5ARH ou PBSARH) et avant une injection intrapéritonéale de 

leptine. Ainsi, 48 heures après l’infusion intracérébrale, les animaux ADAMTS-5ARH ou 

PBSARH qui présentent une barrière de diffusion déstabilisée ou intacte sont mis à jeun 

durant la nuit afin d’induire une activation massive des neurones à NPY en raison d’une 

forte sécrétion de ghréline due au jeûne (Cummings et al. 2001). A l’issue des 16 heures 

de jeûne, la leptine est ensuite injectée en intrapéritonéal aux animaux ADAMTS-5ARH ou 

PBSARH afin d’évaluer sa capacité à inhiber les neurones à NPY en présence ou non 

d’ACAN à la frontière entre l’EM et l’ARH. Parallèlement, nous avons mesuré l’impact des 

injections de leptine sur la prise alimentaire des animaux présentant une barrière de 

diffusion des molécules intacte ou altérée par une infusion d’ADAMTS-5 (Figure 27 D).  

De la même manière que précédemment, seuls les animaux pour lesquels nous avons 

vérifié la dégradation de la barrière (par marquage de l’ACAN ou l’albumine) ont été 

retenus dans nos analyses. 

 

3.2.1. Impact de la dégradation de l’aggrecan sur l’effet anorexigène de la leptine 

Tout d’abord, nous avons vérifié, dans notre modèle expérimental, l’effet anorexigène 

de la leptine en mesurant la quantité de nourriture ingérée par les animaux durant 30 

minutes après le jeûne. Nous avons ainsi observé une diminution significative de la prise 

alimentaire chez les animaux PBSARH injectés en intrapéritonéal avec de la leptine par 

rapport aux animaux PBSARH injectés en intrapéritonéal par du PBS (Figure 28 E). 

En revanche, les animaux ADAMTS-5ARH dont la barrière a été déstabilisée par une 

injection intracérébrale d’aggrecanase mangent significativement plus que les animaux 

PBSARH, et ce malgré l’injection intrapéritonéale de leptine (Figure 28 E). 
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3.2.2. Impact de la dégradation de l’aggrecan sur l’activation des neurones du noyau 
arqué par la leptine 

Comme attendu, chez les animaux contrôles PBSARH (Figure 28 A), on observe une 

diminution significative du nombre de neurones NPY c-fos positifs après l’injection de la 

leptine comparé aux animaux contrôles PBSARH injectés avec du PBS (p = 0.0086) 

(Figure 28 B-C). Cela suggère que, en condition normale, lorsque la barrière est intègre, 

la leptine inhibe les neurones à NPY préalablement activés par le jeûne. En revanche, 

chez les animaux ADAMTS-5ARH, le nombre de neurones à NPY activés (positifs pour le 

marquage cFos) est plus élevé que chez les animaux PBSARH suite à l’injection de leptine 

(Figure 28 F) et cette différence est significative (p = 0.0393) (Figure 28 G). Ces résultats 

suggèrent que lorsque la barrière de diffusion des molécules est dégradée par une 

digestion de l’ACAN, la leptine n’est plus capable d’inhiber efficacement les neurones à 

NPY préalablement activés par le jeûne (Figure 28 H). Ainsi, la BLD est nécessaire à 

l’inhibition des neurones NPY par la leptine. 

Afin de corroborer ces résultats, nous avons tiré parti de l’analyse de l’activation des 

neurones à NPY chez un animal où la digestion de l’ACAN n’est pas équivalente dans 

les deux hémisphères cérébraux injectés par l’ADAMTS-5 (Figure 29 A). En effet, le 

marquage de l’albumine montre une plus grande diffusion vers l’ARH dans l’hémisphère 

gauche que dans l’hémisphère droit (Figure 29 B). Ainsi, lorsque la digestion de l’ACAN 

a été efficace (hémisphère gauche), le nombre de neurones cFos positif est plus 

important (24 neurones positifs pour cFos) que dans l’hémisphère cérébral opposé 

(hémisphère droit, 15 neurones positifs cFos) où la déstabilisation du protéoglycane a 

été beaucoup plus limitée (Figure 29 C). Chez cet animal, la différence de réponse à la 

leptine corrèle donc avec le degré d’intégrité de la barrière de diffusion des molécules.  
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Figure 28 : Rôle de la barrière latérale de diffusion (BLD) à la frontière entre l'éminence médiane (EM) et le noyau arqué 
(ARH) dans la signalisation de la leptine après mise à jeun 

A – C. Contrôle de l’effet anorexigène de la leptine. A. Protocole expérimental. Tous les animaux (souris mâles adultes C57Bl6/J) sont 

injectés par stéréotaxie avec du PBS au niveau de l’ARH (PBSARH). Ils sont mis à jeun sur la nuit 24h après, et la prise alimentaire est mesurée 

le lendemain sur une durée de 30 minutes à partir de l’injection intrapéritonéale de leptine (3 mg/kg) ou de PBS. B. Effet inhibiteur de la leptine 

sur l’activation neuronale dans l’ARH. Le marquage cfos (activateur neuronal ; en rouge) montre une très forte extinction de l’activation des 

neurones de l’ARH après injection de leptine comparé aux contrôles injectés avec du PBS. L’injection intracérébrale de PBS n’affecte pas l’effet 

anorexigène de la leptine. C. Quantification de l’activation neuronale dans l’ARH après injection de leptine. Le comptage des neurones cfos+ 

dans l’ARH montre une diminution significative de l’activation neuronale en réponse à l’injection de leptine (test t non pairé ; p = 0.0086). D – H. 

Challenge leptine. D. Protocole expérimental. Les animaux sont injectés par stéréotaxie avec du PBS ou de l’ADAMTS-5 au niveau de l’ARH 

(PBSARH ; ADAMTS-5ARH respectivement). Ils sont mis à jeun sur la nuit 24h après, et la prise alimentaire est mesurée le lendemain sur une 

durée de 30 minutes à partir de l’injection intrapéritonéale de leptine ou de PBS. E. Variation de la prise alimentaire après injection de leptine 

en fonction de l’intégrité de la barrière. La prise alimentaire montre une diminution significative de celle-ci chez les animaux injectés PBSARH-

leptine comparé aux animaux PBSARH-PBS (Kruskal-Wallis ; comparaison multiple de Dunn ; p = 0.0425). Après destruction de la barrière 

(ADAMTS-5ARH), la prise alimentaire reste similaire au contrôle PBSARH-PBS, malgré l’injection de leptine (Kruskal-Wallis, comparaison multiple 

de Dunn ; p = 0.8748).  F. Suppression de l’effet inhibiteur de la leptine sur l’activation neuronale dans l’ARH suite à la destruction de la barrière. 

Le marquage cfos (activateur neuronal ; en rouge) montre que les neurones ne sont pas inhibés suite à l’injection de leptine lorsque la barrière 

est préalablement digérée par l’ADAMTS-5, alors qu’ils le sont majoritairement chez les animaux contrôles. G. Quantification de l’activation 

neuronale dans la partie ventrale de l’ARH après injection de leptine.  Le comptage des neurones cfos+ dans la partie ventrale de l’ARH montre 

une diminution significative de l’activation neuronale chez les animaux injectés PBSARH-leptine en réponse à l’injection de leptine, alors qu’elle 

reste élevée chez les animaux injectés ADAMTS-5ARH-leptine dont la barrière est détruite (test t non pairé avec correction de Welch ; p = 0.0393). 

H. Les neurones non inhibés par la leptine après destruction de la barrière sont des neurones à NPY. L’expérience du challenge leptine a été 

réalisée sur des souris mâles NPY-GFP (les neurones NPY expriment la GFP, en vert). Le marquage de cfos (en rouge) montre les neurones 

activés après la mise à jeun des animaux et qui n’ont pas été inhibés malgré l’injection intrapéritonéale de leptine. Ces résultats permettent 

d’identifier ces neurones comme étant des neurones NPY (en jaune).  
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Figure 29 : Effet de l'efficacité de la dégradation de l'aggrecan (ACAN) sur la réponse centrale à la leptine chez 

des animaux préalablement mis à jeun 

A. Protocole expérimental du challenge à la leptine avec mise à jeun. L’animal a été injecté par stéréotaxie avec de l’ADAMTS-

5 au niveau de l’ARH (ADAMTS-5ARH) dans les deux hémisphères cérébraux. Il a été mis à jeun sur la nuit 24h après, et 

l’activation neuronale dans l’ARH est étudiée grâce au marquage c-fos. B. Diffusion de l’albumine vers l’ARH après dégradation 

du dépôt d’ACAN. En tant qu’indicateur de l’intégrité de la barrière, la diffusion de l’albumine (en rouge) vers l’ARH étant plus 

importante dans l’hémisphère gauche que dans l’hémisphère droit, la dégradation de l’ACAN a été plus importante à gauche 

qu’à droite. C. Inhibition de l’activité neuronale de l’ARH en réponse à l’injection de leptine. Le nombre de neurones c-fos 

positifs est plus important dans l’hémisphère gauche où la dégradation de l’ACAN est plus forte que dans l’hémisphère droit.  
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Partie 3 : Analyses préliminaires de la barrière latérale de diffusion dans un 

contexte pathologique en lien avec la prise alimentaire 

 
Dans la partie précédente nous avons suggéré l’importance de la BLD dans la 

régulation de l’accès des hormones métaboliques périphériques telles que la ghréline ou 

la leptine aux neurones de l’ARH, en particulier aux neurones à NPY. Si la BLD n’est pas 

nécessaire pour l’activation des neurones à NPY par ghréline, elle est essentielle pour 

l’inhibition de ces neurones par la leptine. Ainsi, la présence de cette barrière permet de 

réguler la prise alimentaire de l’individu en contrôlant l’accès des hormones métaboliques 

à l’ARH. Nous pouvons donc supposer qu’un dérèglement de la prise alimentaire, comme 

observé dans des cas pathologiques d’obésité, pourrait résulter d’une altération de cette 

barrière. C’est l’hypothèse que nous avons explorée pour cette dernière partie. 

 

1. Mise en place et description du modèle sélectionné 

1.1. Choix de la nourriture 
 

Il existe une multitude de régimes alimentaires permettant la mise en place d’un 

phénotype d’obésité chez la souris, notamment les régimes enrichis en gras (HFD), les 

régimes enrichis en sucrose et en gras (HFHSD) et les régimes enrichis en gras et en 

fructose (HFHFD). Les régimes HFD ont souvent une teneur en gras très élevée (> 50 

kCal%), afin d’induire une prise de poids rapide. Certains de ces régimes sont proposés 

par des fournisseurs (par exemple Research Diet) et d’autres moins standardisés sont 

mis en place au sein des laboratoires de recherche. Le régime alimentaire suivi par les 

animaux contrôles est un autre paramètre essentiel pour le choix d’un modèle d’obésité 

chez la souris. En effet, de nombreuses études utilisent la nourriture habituelle de base 

des souris comme contrôle expérimental pourtant cette dernière n’est souvent pas 

suffisamment standardisée pour être comparée aux régimes induisant l’obésité. 

Notre objectif a été de sélectionner un régime alimentaire se rapprochant au mieux 

de l’alimentation extrêmement riche en graisses et en sucres des populations des pays 

développés et susceptible d’induire non seulement une obésité mais également de 

provoquer ses comorbidités telles que certaines hépatopathies métaboliques comme la 

stéatose hépathique non alcoolique évoluant vers la fibrose ou la cirrhose, le diabète de 

type 2 ou des anomalies cardiovasculaires. D’autre part, nous avons choisi d’utiliser un 

contrôle de régime alimentaire également standardisé et produit par le même fournisseur.  

Ainsi, les animaux ont été nourris avec de la nourriture composée de 40 kcal% de 
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graisse (essentiellement de l’huile de palme), 20 kcal% de fructose and 2% de 

Cholesterol (Research Diet # D09100310) alors que les animaux contrôles ont été nourris 

avec une nourriture contenant 10% kcal% de graisse (research Diet # D09100304). Ces 

nourritures sont produites en routine chez le fournisseur Research Diet (New Brunswick, 

USA). La nourriture riche en gras et contenant du fructose et du cholestérol (HFD-FC) 

induit, en plus d’une prise de poids, différents stades de la stéatose hépathique et des 

disfonctionnements métaboliques (Clapper et al. 2013; Trevaskis et al. 2012).  

 

1.2. Caractérisation du modèle 

Une cohorte de 20 animaux a suivi le régime décrit ci-dessus, incluant 10 animaux 

contrôles et 10 animaux sous régime HFD-FC. Le suivi longitudinal du poids 

hebdomadaire des animaux montre l’évolution de ce poids au cours du traitement. Nous 

avons observé que le poids des animaux sous régime HFD-FC continue de progresser 

après 19.5 semaines de régime, alors qu’à ce stade le poids des animaux contrôles 

atteint un palier (Figure 30). Dans chacun des groupes contrôles et traités, les animaux 

ont été subdivisés en 2 groupes : 5 animaux ont été sacrifiés au bout de 5 semaines de 

traitement, afin d’analyser les effets précoces du régime HFD-FC non seulement sur 

différents organes périphériques (poids, accumulation de lipides) mais également sur 

l’organisation de la matrice extracellulaire (notamment le dépôt d’ACAN à la frontière 

EM/ARH) au niveau de l’ARH. Les 5 animaux restant de chaque groupe ont été sacrifiés 

au bout de 31.5 semaines de traitement afin d’étudier les effets d’un régime HFD-FC 

prolongé sur la structure des organes périphériques et de la région cérébrale contenant 

l’EM et l’ARH.  
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2. Analyse du modèle d’obésité après 5 semaines de régime riche en gras, 

fructose et cholestérol 

 

2.1. Impact du régime enrichi en gras, fructose et cholestérol sur la périphérie 

Après 5 semaines de régime HFD-FC (Figure 31 A), il n’y a aucune différence de 

poids entre les animaux contrôles et HFD-FC (Figure 31 B). En revanche, à ce stade, la 

masse du tissu adipeux peri-viscéral est significativement plus importante chez les 

animaux ayant suivi le régime HFD-FC que chez les animaux contrôles (p = 0.0202) 

(Figure 31 C). L’analyse de coupes histologiques de ce tissu adipeux (Figure 31 D) a 

permis de mettre en évidence une hyperplasie significative des adipocytes (p = 0.0080) 

(Figure 31 E), qui ne semblent en revanche pas présenter d’hypertrophie (Figures 31 F).  

Le tissu adipeux peri-viscéral n’est pas le seul organe périphérique impacté par le 

régime HFD-FC. En effet, nous avons observé un début de stéatose hépatique non 

alcoolique chez les animaux ayant suivi ce régime (Figure 31 G-H). Celle-ci est 

caractérisée par une inflammation chronique ainsi qu’une accumulation de graisses dans 

le tissu hépatique (Fraile et al. 2021). Les inclusions de gras dans ce tissu sont plus 

nombreuses (p = 0.0079) (Figure 31 I) mais ne présentent pas, en moyenne, de 

différence de taille (Figure 31 J) chez les animaux HFD-FC comparé aux animaux 

contrôles.  

Figure 30 : Suivi du poids des animaux suivant un régime enrichi en gras, en fructose et en 
cholestérol (HFD-FC) 

Le poids moyen des animaux du groupe contrôle et des animaux HFD sont équivalents. La prise de poids des 

animaux HFD-FC comparé aux animaux contrôles devient effective à partir de 19.5 semaines de traitement. 
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Figure 31 : Impact du régime HFD-FC sur le tissu adipeux peri-viscéral et le foie après 5 semaines de traitement 

A. Modèle animal. Les animaux utilisés pour cette expérience sont des mâles C57Bl6/J, âgés de 7 semaines au début du traitement, donc 12 

semaines au moment du sacrifice après 5 semaines de traitement. B. Poids des animaux contrôles et HFD après 5 semaines de traitement. 

Après 5 semaines de traitement, il n’y a aucune différence significative de poids entre les souris contrôles et HFD. C-F. Impact du régime HFD 

sur le tissu adipeux peri-viscéral après 5 semaines de traitement. C. Masse du tissu adipeux peri-intestinal. Après 5 semaines de traitement, la 

masse du tissu adipeux peri-viscéral des souris HFD est significativement plus élevée que celle des souris contrôles (test t non pairé ; p = 

0.0202). D. Illustration d’une coupe histologique de tissu adipeux. Les adipocytes ont été délimités puis classés selon leur taille (50-200 µm² en 

magenta ; 200-1000 µm² en vert ; 1000-2000 µm² en jaune ; 2000-5000 µm² en orange ; 5000-10000 µm² en rouge).  E. Analyse de l’aire sous 

la courbe (AUC) de la distribution des adipocytes en fonction de leur taille. L’analyse de l’AUC du graphique E montre une différence significative 

entre les souris HFD et contrôles. Le nombre d’adipocytes est donc significativement plus important chez les souris HFD comparé aux souris 

contrôles (test t non pairé ; p = 0.0080). F. Distribution du nombre d’adipocytes en fonction de leur taille. La distribution du nombre d’adipocytes 

en fonction de leur taille est similaire chez les souris contrôles et HFD, mais le nombre d’adipocytes, en particulier dans les classes 200-1000 

µm² et 1000-2000 µm² est plus important chez les souris HFD comparé aux souris contrôles. G-J. Impact du régime HFD sur le foie après 5 

semaines de traitement. G. Illustration d’une coupe histologique de foie. Le foie des animaux HFD a un aspect plus clair que celui des animaux 

contrôles en raison du développement d’une stéatose hépatique non alcoolique caractérisée par de nombreuses inclusions lipidiques (en blanc).  

H. Comparaison de l’aire moyenne des inclusions lipidiques hépatiques entre les animaux contrôles et HFD. L’aire moyenne des inclusions 

lipidiques hépatiques des animaux HFD a tendance à être supérieure à celle des animaux contrôles, mais ce résultat n’est pas significatif (test t 

non pairé ; p = 0.0628). I. Comparaison du nombre global d’inclusions lipidiques hépatiques entre les animaux contrôles et HFD. Le nombre 

d’inclusions lipidiques chez les animaux HFD est significativement supérieur à celui des animaux contrôles (Mann-Whitney ; p = 0.0079). J. 

Distribution du nombre d’inclusions lipidiques en fonction de leur taille. La distribution du nombre d’inclusions lipidiques en fonction de leur taille 

chez les animaux HFD suit la même tendance que celle des animaux contrôles, mais le nombre d’inclusions lipidiques est très nettement 

supérieur. 
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2.2. Impact du régime enrichi en gras, fructose et cholestérol sur l’hypothalamus 
médio-basal   

Nous avons analysé si après 5 semaines d’un régime HFD-FC l’hypothalamus médio-

basal présentait des particularités, notamment en ce qui concerne une éventuelle 

inflammation locale et/ou une anomalie du dépôt du PNN dont l’importance dans la 

régulation métabolique a été présentée en partie 2. 

La consommation chronique d’un régime enrichi en gras provoque une inflammation 

métabolique, i.e. une inflammation chronique de bas grade couplée à des 

dysfonctionnement métaboliques, et favorise le développement de la stéatose hépatique 

non alcoolique (voir ci-dessus). En particulier, de façon très précoce, la consommation 

chronique d’une alimentation enrichie en gras induit une augmentation de la quantité 

d’acides gras saturés en provenance de la périphérie qui traversent la BHE. Ces acides 

gras provoquent une réponse inflammatoire dans les neurones hypothalamiques (Timper 

and Brüning 2017).  Un étude a montré que le marqueur d’inflammation CD45 a été 

largement détecté dans des cas de stéatose hépatique non alcoolique (De Vito et al. 

2012). CD45 est un marqueur pan-leucocytaire et permet donc de détecter les leucocytes 

présents dans la zone d’intérêt. L’augmentation du nombre de cellules CD45-positives 

traduit l’augmentation du nombre de leucocytes présents, marqueurs d’une inflammation 

locale. Nous n’avons pas observé de différence du nombre de cellules CD45-positives 

entre les animaux contrôles et HFD-FC (Figure 32 A).  

Nous n’avons pas non plus observé de différence du marquage de l’ACAN à la 

frontière entre l’EM et l’ARH. De la même manière que chez les animaux contrôles, 

l’albumine reste bloquée dans le parenchyme de l’EM, et nous n’observons pas de 

différence de marquage de l’ACAN entre les animaux contrôles et HFD-FC (Figure 32 B). 
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3. Analyse du modèle d’obésité après plusieurs mois de régime alimentaire 
riche en gras, fructose et cholestérol 

3.1. Impact du régime riche en gras, fructose et cholestérol sur les paramètres 
métaboliques 

Les animaux n’ayant pas été sacrifiés au bout de 5 semaines de régime HFD-FC ont 

été maintenus sous ce même régime alimentaire jusqu’à leur sacrifice (31,5 semaines de 

traitement) (Figure 33 A). Durant cette période, ces animaux ont été soumis à divers tests 

métaboliques afin d’évaluer les dérégulations du métabolisme induites par le régime 

alimentaire. Parmi les tests métaboliques réalisés, les animaux ont été soumis à un test 

de tolérance au glucose (GTT, Glucose Tolerance Test) accompagné d’un prélèvement 

de sang pour doser le taux d’insuline circulant par ELISA (technique d'immuno-absorption 

par enzyme liée), et un test de tolérance à l’insuline (ITT, Insulin Tolerance Test). Le GTT 

a été réalisé à 26 semaines de régime HFD-FC et l’ITT à 28 semaines, ce qui a accordé 

aux animaux une période de récupération nécessaire entre chaque test afin de ne pas 

interférer sur les résultats. Les animaux ont été finalement sacrifiés après 31.5 semaines 

de régime HFD-FC. 

Après 26 semaines de régime HFD-FC, le poids des souris est significativement plus 

élevé que celui des souris contrôles (p = 0.0079) (Figure 33 B). La masse de tissu adipeux 

peri-viscéral, déjà plus importante chez les souris HFD-FC comparé aux souris contrôles 

Figure 32 : Impact du régime enrichi en gras, en fructose et en cholestérol (HFD-FC) sur le cerveau 
après 5 semaines de traitement 

A. Marqueur d’inflammation au niveau de l’éminence médiane (EM) et du noyau arqué (ARH). Le marquage CD45 a 

été utilisé comme marqueur de l’inflammation, état associé à la consommation chronique d’un régime riche en gras 

(HFD). Le nombre de cellules CD45 positives (CD45+) n’est pas significativement différent entre les souris contrôles 

et HFD-FC. B. Impact du régime HFD sur le dépôt d’ACAN à la frontière entre l’EM et l’ARH. Aucune différence au 

niveau du dépôt d’ACAN à la frontière entre l’EM et l’ARH entre les souris contrôles et HFD-FC n’a été observée. 

0

5

10

15

20

N
o

m
b

re
 c

e
ll
u

le
s
 C

D
4
5

+

ns

Contrôles HFD-FC

3V 3V

EMEM

ARH ARH

VMHVMH

100 µm

Contrôle HFD-FC
ACAN ACAN

A B 



- 100 - 
 

au bout de 5 semaines de régime, est encore plus élevée après 31.5 semaines de 

traitement (p < 0.0001) (Figure 33 C).  La distribution des adipocytes en fonction de leur 

taille montre que chez les animaux contrôles, il y a un nombre élevé d’adipocytes de taille 

moyenne, et très peu voire aucun adipocyte de très grande taille. En revanche, la 

répartition des adipocytes selon leur taille est plutôt homogène chez les animaux ayant 

suivi 31.5 semaines de traitement HFD-FC (Figure 33 D). Il est aussi intéressant de noter 

que le nombre d’adipocytes de très grande taille est significativement supérieur chez les 

animaux HFD-FC comparé aux animaux contrôles (p = 0.0101) (Figure 33 E). 

L’alimentation chronique à base de nourriture HFD-FC pendant 31.5 semaines a 

conduit à une stéatose hépatique non alcoolique massive chez les souris HFD-FC, 

comparé aux souris contrôles dont le foie est sain (Figure 33 F). Outre le nombre plus 

élevé d’inclusions de gras dans ce tissu (p = 0.0153) (Figures 33 G, H), l’aire moyenne 

de ces inclusions est également supérieure chez les souris HFD-FC comparé aux souris 

contrôles (p = 0.0001) (Figure 33 I). 

La réalisation d’un GTT sur ces souris a permis de mettre en évidence que les souris 

HFD-FC sont hyperglycémiques (p < 0.0001) (Figure 34 A). Le GTT montre également 

que la glycémie des souris HFD-FC ne retrouve pas un niveau basal même au bout de 

2h30 après l’injection de glucose (Figure 34 B). Ce résultat est confirmé par l’analyse de 

l’aire sous la courbe, qui est significativement plus élevée chez les animaux HFD-FC que 

chez les animaux contrôles Figure 34 C). Ces résultats suggèrent que le glucose n’est 

pas recapturé correctement par le foie et les muscles, empêchant ainsi le retour de la 

glycémie à son état basal. 

Durant le GTT, des prélèvements de sang ont été effectués afin de mesurer la 

concentration plasmatique d’insuline en réponse à l’injection de glucose. Les résultats du 

test ELISA montrent que les souris HFD-FC sont également hyper-insulinémiques (p = 

0.0168) (Figure 34 D). Ils montrent également que les souris HFD-FC sécrètent bien de 

l’insuline en réponse à l’injection de glucose (p = 0.0036), tout comme les souris contrôles 

(p = 0.0137) (Figure 34 E). Toutefois, le GTT seul ne nous permet pas de conclure quant 

aux mécanismes à l’origine du problème de recapture du glucose. C’est pourquoi nous 

avons également réalisé un ITT, dans le but de déterminer si ce problème de recapture 

du glucose est dû à une résistance à l’insuline. 

A partir des résultats de l’ITT obtenus, nous ne pouvons pas totalement exclure un 

effet de résistance à l’insuline dans la mesure où la diminution de la glycémie chez les 

souris HFD-FC en réponse à l’injection d’insuline est significativement moins importante 
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que chez les souris contrôles (p = 0.0299) (Figure 34 F), mais nous observons toutefois 

que la cinétique de diminution de la glycémie en réponse à l’injection d’insuline chez les 

animaux HFD-FC est tout à fait similaire à celle des animaux contrôles (Figure 34 G). Les 

résultats de l’ITT seuls ne pouvant expliquer complètement les résultats obtenus avec le 

GTT, il doit donc exister au moins un autre mécanisme à l’origine du problème de 

recapture du glucose. 

Figure 33 : Impact d'un régime enrichi en gras (HFD) sur le tissu adipeux peri-viscéral et le foie après 31.5 
semaines de traitement 

A. Modèle animal. Les animaux utilisés pour cette expérience sont des mâles C57Bl6/J, âgés de 7 semaines au début du traitement, 

donc 33.5 semaines au moment du sacrifice après 31.5 semaines de traitement. B. Poids des animaux contrôles et HFD après 26 

semaines de traitement. Après 26 semaines de traitement, il y a une différence de poids significative entre les souris contrôles et 

HFD (Mann-Whitney ; p = 0.0079). C-F. Impact du régime HFD sur le tissu adipeux peri-viscéral après 31.5 semaines de traitement. 

C. Masse du tissu adipeux peri-intestinal. Après 31.5 semaines de traitement, la masse du tissu adipeux peri-viscéral des souris 

HFD est significativement plus élevée que celle des souris contrôles (test t non pairé ; p < 0.0001). D. Distribution du nombre 

d’adipocytes en fonction de leur taille. La répartition du nombre d’adipocytes en fonction de leur taille montre une répartition 

relativement homogène des adipocytes chez les souris HFD-FC après 31.5 semaines de traitement. Chez les animaux contrôles, 

on remarque un nombre élevé d’adipocytes de taille moyenne, et très peu voire aucun adipocyte de très grande taille. E. 

Comparaison du nombre d’adipocytes de très grande taille entre les animaux contrôles et HFD-FC. Le nombre d’adipocytes de très 

grande taille est significativement supérieur chez les animaux HFD-FC comparé aux animaux contrôles (p = 0.0101 ; Test t non 

pairé avec correction de Welch). F-I. Impact du régime HFD sur le foie après 31.5 semaines de traitement. F. Illustration d’une coupe 

histologique de foie. Le foie des animaux HFD a un aspect beaucoup plus clair que celui des animaux contrôles en raison du 

développement d’une stéatose hépatique non alcoolique caractérisée par de nombreuses inclusions lipidiques (en blanc). G. 

Distribution du nombre d’inclusions lipidiques en fonction de leur taille. La distribution du nombre d’inclusions lipidiques en fonction 

de leur taille chez les animaux HFD suit la même tendance que celle des animaux contrôles, mais le nombre d’inclusions lipiques 

est très nettement supérieur. H. Comparaison du nombre global d’inclusions lipidiques hépatiques entre les animaux contrôles et 

HFD. Le nombre d’inclusions lipidiques chez les animaux HFD est significativement supérieur à celui des animaux contrôles (test t 

non pairé ; p = 0.0153). I. Comparaison de l’aire moyenne des inclusions lipidiques hépatiques entre les animaux contrôles et HFD. 

L’aire moyenne des inclusions lipidiques hépatiques des animaux HFD après 31.5 semaines de traitement est très significativement 

supérieure à celle des animaux contrôles (test t non pairé avec correction de Welch ; p = 0.0001).  
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3.2. Impact du régime riche en gras, fructose et cholestérol sur l’hypothalamus 
médio-basal 

De la même manière qu’après 5 semaines de régime, nous avons réalisé un 

marquage CD45 sur des coupes de cerveau des souris après 31.5 semaines de régime 

HFD-FC. Nous n’observons pas de différence significative du nombre de cellules CD45 

positives entre les deux groupes, même si ce nombre a tendance à être plus élevé chez 

les animaux HFD-FC que chez les animaux contrôles (Figure 35 A).  

Parallèlement, nous avons analysé par immunomarquage le dépôt d’ACAN à la 

frontière EM/ARH chez les animaux après un long régime alimentaire HFD-FC. Aucune 

différence significative n’a pu être observée au niveau du dépôt d’ACAN, bien que celui-

ci apparaisse plus épais chez les animaux HFD-FC que chez les animaux contrôles 

(Figure 35 B, droite). En revanche, nous avons observé un dense dépôt d’ACAN au 

Figure 34 : Tests métaboliques après 26 semaines de traitement 

A-C. Test de tolérance au glucose (GTT). A. Les souris HFD sont hyperglycémiques. La comparaison de la glycémie basale des souris 

contrôles et HFD montre que les souris HFD sont hyperglycémiques comparé aux souris contrôles (test t non pairé ; p < 0.0001).  B. 

Cinétique de l’évolution de la glycémie après injection de glucose. L’évolution de la glycémie des animaux contrôles (en rose) après 

injection de glucose reproduit ce qui est décrit dans la littérature : la glycémie atteint un pic d’environ 240 mg/dL entre 15 et 30 minutes, 

puis décroit pour atteindre environ le niveau basal à partir de 90 minutes après l’injection. L’évolution de la glycémie des animaux HFD 

après injection de glucose augmente significativement plus que chez les animaux contrôles, et ne parvient pas à revenir au niveau basal 

même au bout de 2h30 après l’injection (Différence entre la glycémie basale et finale repésentée par la double fléche noire). C. Analyse 

de la réponse à l’injection de glucose. L’analyse de l’aire sous la courbe (après correction de la différence apportée par la glycémie basale 

significativement différente entre les deux groupes) montre que la concentration de glucose circulant est très significativement supérieure 

chez les animaux HFD comparé aux animaux contrôles (test t non pairé ; p < 0.0001). D-E. Analyse de la concentration plasmatique de 

l’insuline en réponse à une injection de glucose grâce au test ELISA. D. Les souris HFD sont hyper-insulinémiques. La concentration 

plasmatique d’insuline à l’état basal chez les souris HFD est significativement supérieure à celle des souris contrôles (test t non pairé ; p 

= 0.0168). E. Sécrétion d’insuline en réponse à une injection de glucose. Au bout de 15 minutes, la concentration plasmatique d’insuline 

a significativement augmenté aussi bien chez les souris contrôles que les souris HFD comparé à l’état basal (Two-Way ANOVA, test de 

comparaison multiple de Šídák ; p = 0.0137 et p = 0.0036 respectivement). F-G. Test de tolérance à l’insuline (ITT). F. Analyse de la 

réponse à l’injection d’insuline. L’analyse de l’aire sous la courbe inversée montre que celle-ci est significativement inférieure chez les 

souris HFD que chez les souris contrôles, impliquant une diminution de la sensibilité à l’insuline (test t non pairé ; p = 0.0299). G. Cinétique 

de l’évolution de la glycémie en réponse à l’injection d’insuline. La décroissance de la glycémie en réponse à l’injection d’insuline est 

légèrement moins efficace chez les souris HFD que chez les souris contrôles, la glycémie reste notamment supérieure à 15 minutes et 

1h30, mais reste néanmoins tout à fait similaire à celle des souris contrôles.  
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niveau du DMH chez les animaux HFD-FC, couvrant une large surface au niveau de ce 

noyau hypothalamique, à l’exception systématique d’une petite région de forme ovale 

proche de la paroi du 3V dont la nature reste à déterminer (Figure 35 B, gauche). 

 

L’ensemble de ces données nous permettent d’établir une première caractérisation 

de ce nouveau modèle HFD-FC. La prise de poids des animaux est lente puisque les 

animaux HFD-FC commencent à avoir un poids significativement supérieur à celui des 

contrôles après 20 semaines de traitement. Cette prise de poids est associée à la mise 

en place d’un phénotype de stéatose hépatique non alcoolique dès les premières 

semaines de traitement (5 semaines), ainsi qu’une hyperplasie des adipocytes du tissu 

adipeux peri-viscéral. Après un long traitement HFD-FC (31.5 semaines), les tests 

métaboliques montrent que les souris HFD-FC sont hyperglycémiques et hyper-

insulinémiques. Ils montrent également un problème de recapture du glucose par le foie 

et les muscles chez les souris HFD-FC, qu’une résistance à l’insuline ne peut expliquer 

totalement. Enfin, un long traitement HFD-FC induit la mise en place d’une expression 

anormale de l’ACAN au niveau du DMH, à l’exception d’une petite région qu’il faut encore 

identifier. Il serait intéressant d’étudier ce modèle à des temps intermédiaires afin d’établir 

une caractérisation du modèle plus précise.  

* 

Figure 35 : Impact du régime HFD sur le cerveau après 31.5 semaines de traitement 

A. Marqueur d’inflammation au niveau de l’éminence médiane (EM et du noyau arqué (ARH). Le marquage CD45 a été utilisé 

comme marqueur de l’inflammation, état associé à la consommation chronique d’un régime riche en gras (HFD). Le nombre de 

cellules CD45 positives (CD45+) n’est pas significativement différent, mais tend à être supérieur chez les souris HFD comparé aux 

souris contrôles. B-C. Impact du régime HFD sur le dépôt d’aggrecan (ACAN) après 31.5 semaines de traitement. B. Apparition 

d’un dense dépôt d’ACAN au niveau du noyau ventro-médian de l’hypothalamus (VMH).  Panneau gauche. Le marquage de 

l’ACAN (en rouge) montre l’apparition d’un dense et important dépôt d’ACAN étendu sur la surface du VMH chez les souris HFD 

uniquement, à l’exception systématique d’une petite région (astérisque blanche). Panneau droit. Impact du régime HFD sur le 

dépôt d’ACAN à la frontière entre l’EM et l’ARH. Aucune différence au niveau du dépôt d’ACAN à la frontière entre l’EM et l’ARH 

entre les souris contrôles et HFD n’a été observée. 
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Discusssion 
 

Ce travail de thèse s’est focalisé sur une région cérébrale à l’interface entre la 

périphérie et le cerveau qui était décrite pour empêcher la diffusion des molécules 

circulantes vers le noyau arqué de l’hypothalamus, un centre clé des régulations 

métaboliques. Nous avons mis en évidence le rôle majeur de l’ACAN dans le contrôle de 

la diffusion des molécules circulantes depuis l’éminence médiane vers le noyau arqué en 

exploitant plusieurs modèles in vivo indépendants. Le remodelage de l’ACAN, que nous 

avons identifié en fonction du statut alimentaire, révèle l’importance de ce protéoglycane 

pour la régulation fine du dialogue entre la périphérie et le cerveau. Enfin, nous avons 

établi que l’ACAN module les réponses centrales de deux hormones métaboliques dont 

les fonctions sont essentielles pour la régulation de la prise alimentaire. 

 

• La frontière entre l’éminence médiane et le noyau arqué est une zone de 
communication stratégique entre la périphérie et le cerveau 

La bonne communication entre la périphérie et le cerveau est nécessaire à la 

régulation fine de nombreuses fonctions physiologiques, dont la prise alimentaire. En 

particulier l’ARH, localisé dans la partie ventrale de l’hypothalamus, est un organe clé 

pour les régulations métaboliques (Ciofi et al. 2009). En effet, deux populations 

neuronales présentes au sein de l’ARH, les neurones NPY/AgRP et les neurones 

POMC/CART sont connues pour leur implication dans la prise alimentaire (Elias et al. 

1998; Hahn et al. 1998). Ces neurones expriment, entre autres, à leur surface les 

récepteurs de deux hormones métaboliques périphériques : la ghréline et la leptine 

(Baskin et al. 1999; Willesen et al. 1999), produites respectivement par l’estomac (Date 

et al. 2000; Kojima et al. 1999) et le tissu adipeux (Zhang et al. 1994). Ces hormones ont 

une action antagoniste sur la prise alimentaire. L’accès de ces hormones circulantes aux 

neurones du noyau arqué est donc crucial pour réguler la prise alimentaire et à terme 

maintenir l’homéostasie énergétique. Plusieurs voies d’accès pour ces hormones 

circulantes ont été identifiées. En effet, les capillaires fenêtrés, découverts à l’interface 

entre l’éminence médiane et le noyau arqué (Ciofi et al. 2009; Langlet et al. 2013) 

représentent une porte d’entrée pour les molécules circulantes permettant leur délivrance 

à proximité des neurones orexigènes et anorexigènes de l’ARH. La plasticité des 

fenestrations de ces capillaires en fonction du statut alimentaire (Langlet et al. 2013) 

témoigne de la nécessité de maîtriser précisément les communications entre la 
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périphérie et le cerveau. Les tanycytes, présents dans cette région, sont également 

capables d’assurer un transport actif des molécules périphériques, en particulier la leptine 

(Balland et al. 2014; Duquenne et al. 2021) pour les restituer au niveau de l’ARH. Dans 

notre étude, nous identifions l’ACAN comme un nouvel acteur dans l’accès des hormones 

périphériques aux neurones de l’ARH. En effet, le dépôt stratégique de l’ACAN à la 

frontière entre l’éminence médiane et l’ARH, génère une barrière qui empêche le passage 

des molécules circulantes qui gagnent l’EM. Etablir comment toutes ces voies d’accès 

pour les molécules périphériques vers l’ARH se coordonnent pour assurer une parfaite 

communication entre la périphérie et le cerveau reste à déterminer et sera essentiel pour 

la parfaite compréhension des régulations de l’homéostasie énergétique. Nous pouvons 

cependant estimer que l’ACAN jouera un rôle unique dans cette communication car sa 

participation à ce processus pourrait ne pas se limiter au blocage des molécules 

circulantes entre ces deux structures cérébrales. En effet, les rôles de l’ACAN à l’échelle 

cellulaire notamment son interférence possible avec la signalisation neuronale n’ont pas 

été, à ce jour, explorés. De même, le rôle de l’ACAN dans l’activité électrique des 

neurones reste à explorer. Le PNN est capable de moduler la fréquence des potentiels 

d’action des neurones qu’il entoure (Wingert and Sorg 2021). Il serait donc envisageable 

que le dépôt d’ACAN présent autour des neurones NPY/AgRP de l’ARH module l’activité 

électrique de ces neurones afin d’induire une réponse adaptée pour le maintien de 

l’équilibre énergétique. Des études électrophysiologiques ex vivo pourraient éclairer sur 

le rôle de l’ACAN dans l’activité électrique des neurones NPY/AgRP selon leur 

localisation et en fonction du statut métabolique de l’individu. 

L’identification de ces divers rôles cellulaires de l’ACAN pourraient rapidement 

conduire à considérer ce protéoglycane comme un modulateur capital des réponses 

centrales aux hormones métaboliques. 

 

• Les propriétés de la barrière de diffusion entre EM et ARH restent encore 
obscures 

L’injection de Dextrans de tailles variables, allant de 3 à 40 kDa, nous a permis de 

déterminer que la barrière de diffusion entre l’EM et l’ARH pouvait bloquer des molécules 

de bas poids moléculaire à savoir de 3 kDa. Les données de la littérature concernant la 

capacité de la barrière EM/ARH à bloquer les molécules périphériques en fonction de 

leur poids moléculaires sont particulièrement contradictoires notamment car des résultats 

divergent quant aux molécules atteignant le parenchyme de l’EM. En effet, certaines 
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études estiment que les molécules de poids moléculaire supérieur à 10kDa ne diffusent 

pas dans le parenchyme de l’éminence médiane (Morita and Miyata 2012, 2013), d’autres 

suggèrent que les molécules de poids moléculaire supérieur à 70kDa ne peuvent pas 

atteindre le parenchyme de l’EM (Schaeffer et al. 2013) enfin, des immunoglobulines 

endogènes (IgG) dont le poids moléculaire est de 150kDa ont été détectées dans le 

parenchyme de l’EM ((Ciofi 2011) et nos propres résultats non présentés). Nos travaux 

ont d’autre part montré que l’albumine endogène (66kDa) s’accumule dans le 

parenchyme de l’éminence médiane et reste bloquée à la frontière EM/ARH. Une 

explication probable pour ces résultats incohérents repose sur les grandes variations de 

protocoles entre ces études notamment concernant la quantité de traceur injectée aux 

animaux et la voie d’injection. Nous pouvons ainsi facilement supposer que les injections 

périphériques de très grandes quantités de traceurs génèrent des encombrements 

stériques au niveau des fenestrations vasculaires ou au niveau de la barrière EM/ARH. 

Nous avons cherché à évaluer ce paramètre en injectant par voie intraveineuse le 

Dextran de 3 kDa à différentes concentrations (résultats non présentés dans ce 

manuscrit), mais, à ce jour, nous n’avons pas encore abouti à une conclusion 

suffisamment robuste. De même, des injections intraveineuses ou intrapéritonéales de 

traceurs n’aboutissent pas forcément à une concentration similaire de traceurs au niveau 

des fenestrations vasculaires ou de la barrière EM/ARH. Notre choix d’utiliser l’albumine, 

une molécule circulante endogène abondante dans la circulation sanguine, afin d’évaluer 

l’intégrité de la barrière EM/ARH nous a permis de travailler dans des conditions proches 

de la physiologie et d’éviter les biais liés aux concentrations de traceur injecté et au site 

d’injection. 

 

Il est également primordial de considérer que le poids moléculaire n’est peut-être pas 

le seul paramètre à prendre en considération pour la diffusion des molécules au niveau 

de la barrière EM/ARH. En effet, la structure tridimensionnelle d’une molécule, qui peut 

être lâche ou à l’inverse très compactée, devrait également interférer avec sa diffusion 

ou son blocage à la frontière EM/ARH. Les Dextrans couplés aux fluorophores, 

fréquemment utilisés pour l’étude des propriétés de diffusion de la barrière, sont des 

polysaccharides et ont donc une structure linéaire.  

 

La nature de la molécule peut également avoir une importance sur sa capacité à 

diffuser à travers la barrière EM/ARH. Comme précisé ci-dessus, les Dextrans utilisés 
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sont des polysaccharides, alors que la ghréline et la leptine au cœur de notre étude sont 

des protéines.  

Enfin, les fluorophores couplés aux Dextrans, qui nous permettent de les repérer au 

sein des tissus, sont parfois porteurs de charges qui pourraient interférer avec leur 

diffusion ou leur blocage par la barrière EM/ARH. En l’occurrence, les fluorophores 

Cascade Blue et fluorescéine (couplés aux Dextrans 3 kDa et 40 kDa respectivement) 

ont une charge globale négative alors que le Texas Red a une charge neutre. Or, l’ACAN, 

constituant majeur de la barrière de diffusion, porte de nombreuses chaînes latérales 

dont les sulfatations confèrent au PG une charge globale négative. Afin d’évaluer si la 

charge globale de la molécule a un impact sur sa capacité à diffuser à travers la barrière 

EM/ARH, nous avons comparé l’injection à la même concentration du Dextrans 3 kDa 

couplé au Cascade Blue et au Texas Red (résultats non présentés dans ce manuscrit) 

mais n’avons pas observé de différence de diffusion entre ces deux traceurs. Ainsi, les 

propriétés de diffusion de la barrière EM/ARH restent encore largement méconnues et 

méritent d’être examinées avec précision en explorant l’influence de la charge, de la 

structure et de la nature de la molécule qui atteint cette région cérébrale. 

 

• Le remodelage du dépôt d’ACAN à la frontière entre l’EM et l’ARH rendrait la 
barrière de diffusion plastique en fonction du statut métabolique 

Notre étude a révélé un remodelage de l’ACAN en fonction du statut alimentaire en 

démontrant des variations transcriptionnelles et protéiques pour ce protéoglycane chez 

les animaux à jeun comparés aux souris nourries ou renourries après un jeûne.  Ce 

remodelage de l’ACAN avec le statut alimentaire souligne son rôle majeur dans la 

régulation de la prise alimentaire.  

Il aurait été intéressant de compléter notre analyse en évaluant l’état de sulfatation de 

l’ACAN dans cette région cérébrale chez des animaux à jeun ou nourris. En effet, l’état 

de sulfatation des GAGs portés par l’ACAN jouent un rôle crucial dans l’établissement 

des fonctions physiologiques de ce protéoglycane (Testa et al. 2019). Parallèlement, il 

aurait été intéressant d’évaluer les variations d’expression transcriptionnelle, 

d’expression protéique ou le degré de sulfatation de l’ACAN en fonction du rythme 

circadien. En effet, le blocage ou la diffusion du glucose au sein de l’ARH semble être 

liée aux phases diurne ou nocturne chez la souris (Rodríguez-Cortés et al. 2022). Il est 

alors envisageable que l’ACAN subisse un remodelage en fonction du rythme circadien 
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afin de moduler les communications entre la périphérie et le cerveau pour répondre au 

besoin de l’organisme. 

Des auteurs ont montré l’existence d’un dépôt de PNN dans le parenchyme de l’EM, 

également remodelé en fonction du statut métabolique de l’animal (Kohnke et al. n.d.). 

D’après nos résultats, ce dépôt de PNN ne comporte pas d’ACAN. Nous pouvons 

imaginer que les différences de composition entre ces deux dépôts de PNN sous-tendent 

des fonctions physiologiques distinctes. 

Bien que nous ayons mis en évidence la plasticité du dépôt d’ACAN au cours du 

jeûne, permettant une adaptation de la barrière de diffusion à la frontière EM/ARH en 

fonction de l’état nutritionnel afin d’ajuster les communications périphérie/cerveau de 

l’organisme pour maintenir l’homéostasie énergétique, les mécanismes qui régissent 

cette restructuration ne sont pas connus. Des études de l’ACAN dans le cartilage ont 

montré que ce PG est clivé par les MMPs et les aggrecanases appartenant à la famille 

des ADAMTS (Flannery et al. 1992; Fosang et al. 1993; Hughes et al. 1995; Ilic et al. 

1992). Ces protéases sont également exprimées dans le cerveau. Il serait donc 

intéressant de déterminer si les niveaux d’expression de ces protéases dans cette région 

du cerveau varient également en fonction du statut alimentaire. Il n’est pas non plus exclu 

que des inhibiteurs de protéases (TIMPs) inhibant les MMPs (Nagase, Visse, and Murphy 

2006) soient également impliquées dans le remodelage de l’ACAN dans cette région 

cérébrale. En particulier, TIMP-3, capable d’inhiber les ADAMTS (Hashimoto et al. 2001; 

Kashiwagi et al. 2001) pourrait aussi participer aux régulations du remodelage protéique 

de l’ACAN. Enfin, il restera à déterminer quel mécanisme moléculaire conduit à une 

augmentation de l’expression transcriptionnelle de l’ACAN au cours du jeune. Deux 

hypothèses pourraient être explorées : 1) des variations de taux d’hormones 

métaboliques circulantes ou 2) des variations de taux de nutriments circulants. 

 

 

• L’ACAN modulerait la bio-distribution des hormones périphériques 
métaboliques aux neurones de l’ARH selon un mécanisme qui reste à 
identifier 

Les résultats obtenus quant à l’activation des neurones NPY/AgRP par la ghréline, 

avec ou sans destruction de la barrière, suggèrent que le rôle répressif de l'ACAN sur 

l'effet orexigène de la ghréline est en fait dû à la capacité de ce PG à limiter la 

biodistribution de cette hormone métabolique. La signalisation de la ghréline sur les 

neurones stimulant l'appétit situés au-delà de la frontière EM/ARH est de ce fait retardée. 
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En revanche, le rôle promoteur de l'ACAN sur l'effet anorexigène de la leptine ne semble 

pas être uniquement dû à une régulation de la bio-distribution de cette hormone 

métabolique par ce protéoglycane. En effet, lorsque la bio-distribution de la leptine a été 

améliorée par la rupture de l'ACAN, nous n'avons pas observé une augmentation du 

nombre de neurones POMC activés par la leptine au-delà de la frontière ME/ARH lorsque 

les animaux sont nourris.  Ce résultat suggère que l'activation des neurones à POMC par 

la leptine n'est pas limitée par la barrière ME/ARH. Inversement, la barrière est 

absolument essentielle à l'effet inhibiteur de la leptine sur les neurones NPY/AgRP en 

état de jeûne. L'enchevêtrement des neurones NPY/AgRP par l'ACAN pourrait participer 

non seulement à l'accumulation de la leptine autour de ces neurones mais aussi à la 

signalisation de cette hormone métabolique. 

Des études menées sur l’ACAN dans le cartilage montrent la capacité de l’ACAN à 

séquestrer de nombreuses molécules telles que des cytokines, des facteurs de 

croissance, des récepteurs de surface cellulaire, des molécules d'adhésion ou encore 

des enzymes grâce aux GAGs fixés le long de la core protéine (Shi, Sheng, and Chi 

2021; Vo et al. 2013; Zhang and Chi 2021). Il serait donc intéressant de déterminer si à 

l’instar de l’ACAN présent dans le cartilage, l’ACAN au niveau du cerveau est capable de 

fixer des molécules et en particulier des hormones métaboliques telles que la ghréline ou 

la leptine, et ainsi expliquer le mécanisme permettant le blocage de ces molécules à la 

frontière EM/ARH. 

 

• La barrière EM/ARH générée par l’ACAN pourrait-elle présenter un 
dimorphisme sexuel ? 

L’ensemble des travaux présentés dans ce manuscrit a été réalisé chez des souris 

C57BL/6J mâles. Il est absolument indispensable d’envisager une étude similaire chez 

des souris femelles afin d’établir si la barrière de diffusion à la frontière ME/ARH pourrait 

varier entre les mâles et les femelles. Cette hypothèse n’est pas du tout exclue car les 

neurones de l’hypothalamus sont sensibles aux estrogènes (Stincic, Rønnekleiv, and 

Kelly 2018) et cette sensibilité pourrait contribuer à moduler l’expression de l’ACAN de 

façon différente à la frontière EM/ARH entre les femelles et les mâles. Les modifications 

possibles de la barrière de diffusion à la frontière ME/ARH sont ainsi également 

envisageables en fonction du cycle estral des souris femelles au moment où les taux 

d’estrogène varient. De même, au moment de la ménopause quand les taux d’estrogène 

circulant s’effondrent, il est possible que l’expression de l’ACAN soit également affectée. 
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Mettre en évidence des différences au niveau de l’expression transcriptionnelle ou 

protéique de l’ACAN ou au niveau de son degré de sulfatation entre les mâles et les 

femelles ouvriraient de nouvelles voies à explorer quant au dimorphisme sexuel envers 

le comportement alimentaire ou l’homéostasie énergétique. 

 

• La barrière EM/ARH générée par l’ACAN est-elle présente chez l’Homme ? 

Notre étude s’est focalisée sur l’analyse de la barrière à la frontière entre l’éminence 

médiane et l’ARH chez la souris et n’a pas encore abordé l’étude de celle-ci chez 

l’homme. Il sera particulièrement important d’examiner cette barrière chez l’homme 

notamment ses altérations possibles en fonction de pathologies métaboliques. Il est déjà 

établi que du PNN est retrouvé à la frontière entre l’éminence médiane et l’ARH chez 

l’Homme (Mirzadeh et al. 2019), suggérant que cette barrière existerait chez l’homme. Il 

reste à ce jour à évaluer si, comme chez la souris, l’ACAN est le principal constituant 

présent à la frontière entre l’EM et l’ARH. Si tel était le cas, l’analyse du dépôt d’ACAN à 

la frontière EM/ARH pourrait être envisagé dans des situations d’obésité, de syndrome 

de Prader Willis (Cassidy et al. 2012), d’anorexie, de boulimie etc. A ce jour, il n’est pas 

exclu que cette barrière de diffusion puisse aussi être affectée dans d’autres pathologies 

telle que les maladies neurodégénératives et son analyse pourra être à terme envisager 

dans ces diverses situations.   
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Conclusion générale 
 

Alors que la nature de la barrière à la frontière entre l’EM et l’ARH n’était pas 

clairement définie, nos résultats ont non seulement démontré le rôle majeur de l’ACAN 

pour le blocage des molécules dans cette zone cérébrale, mais aussi le remodelage 

dynamique du dépôt d’ACAN en fonction du statut métabolique de l’animal. Cette 

plasticité induit une modification des propriétés de diffusion de la barrière formée par 

l’ACAN à la frontière entre l’EM et l’ARH, et de ce fait également l’accès des molécules 

périphériques aux neurones de l’ARH. Toutefois, les mécanismes régissant la 

restructuration de la barrière demeurent inexplorés. Ces travaux soulignent également le 

lien particulier entre l’ACAN localisé à la frontière entre l’EM et l’ARH et les neurones 

NPY/AgRP de l’ARH. Il reste pourtant à établir comment l’ACAN influence les propriétés 

des neurones à NPY/AgRP en particulier son impact sur la signalisation induite par les 

hormones métaboliques circulantes au niveau de ces cellules. 

Enfin, ce travail a également permis la mise en place et la caractérisation d’un 

modèle murin d’obésité utilisant une nourriture riche en gras, en fructose et en 

cholestérol, montrant l’induction anormale d’une forte expression de l’ACAN au niveau 

du DMH. Il serait intéressant d’évaluer la cinétique d’apparition de ce dépôt anormal 

d’ACAN dans le DMH au cours de l’évolution de la pathologie, et d’établir éventuellement, 

dans ces conditions, comment change le dépôt d’ACAN à la frontière entre l’EM et l’ARH.  

 

Prises dans leur ensemble, les données de ce travail de thèse ont mis en lumière 

pour la première fois le rôle de l’ACAN en tant que modulateur de l’accès des molécules 

métaboliques périphériques aux neurones de l’ARH, et donc son importance dans la 

régulation centrale de la consommation alimentaire. 
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Matériel et méthodes 
 

1. Les animaux 

Les animaux provenant de la lignée transgénique NPY-GFP (B6.FVB-Tg(Npy-

hrGFP)1Lowl/J) ainsi que des animaux sauvages C57BL/6J ont été utilisés pour les 

expériences décrites dans ce manuscrit. La lignée AgRP-Cre Tomato a été obtenue par 

croisement entre des mâles Agrptm1(cre)Lowl/J et des femelles ROSA-tdTomatoloxP-STOP-loxP). 

La lignée B6.FVB-Tg(Npy-hrGFP)1Lowl/J provient de Jackson Laboratory et a été maintenue 

au laboratoire sur fond génétique C57BL/6J. Les souris C57BL/6J ont été fournies par 

Charles River. Les animaux utilisés pour l’ensemble des expériences étaient des mâles 

âgés entre 7 et 12 semaines. A l’exception des expériences nécessitant un suivi individuel 

de la prise alimentaire, les animaux sont placés 4 à 5 par cage avec un accès à l’eau et 

à la nourriture ad libitum. Les animaux suivent un cycle jour/nuit de 12h : 12h, et les suivis 

de prise alimentaire sont réalisés durant la phase diurne. 

Des cerveaux de souris issues d’un modèle présentant une mutation hypomorphique 

pour l’ACAN (AcanCreERT2 ou Agc1CreERT2) ainsi que d’un modèle déficient pour l’ACAN 

par recombinaison homologue nous ont gracieusement été fournis par Dr Paolo Alberton 

et Dr Attila Aszodi du département d'orthopédie et de chirurgie traumatologique, Centre 

universitaire musculo-squelettique de Munich, en Allemagne. 

Les études réalisées sur les animaux ont été effectuées avec l’accord du Comité 

d’Ethique Institutionnel régional pour le soin et l’utilisation d’animaux expérimentaux 

(CEEA75) et du Ministère de l’Enseignement Supérieur et de la Recherche 

(APAFIS#29172), et sous les directives définies par le conseil de l’Union Européenne du 

22 septembre 2010 (2010/63/EU). Cette procédure est une continuité d’un protocole 

précédemment évalué et validé par le comité d’éthique (APAFIS#2617). 

 

2. Mise à jeun pour l’étude de la plasticité 

Une semaine avant le début de l’expérience, les animaux sont séparés en trois 

groupes : les groupes nourris, correspondant au groupe contrôle, ainsi que les groupes 

à jeun et renourris. Sur la base de l’article de Kohnke et al. de 2021, les animaux des 

groupes à jeun et renourris ont été mis à jeun la veille au soir juste avant le début de leur 

phase nocturne (19 heures) pour une durée de 16 heures. Les groupes nourris et à jeun 

sont donc sacrifiés le lendemain à 11 heures, alors que les animaux du groupe renourri 

reçoivent de la nourriture pour une durée de 4 heures et sont sacrifiés à 15 heures. Les 

https://www.jax.org/strain/006417
https://www.jax.org/strain/006417
https://www.jax.org/strain/012899
https://www.jax.org/strain/006417
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cerveaux des souris de chacun des groupes sont soit directement récupérés en PFA 4% 

(voir § Tissu fixé), soit en RNAlater (cf. « Microdissections ») dans le but de procéder à 

une analyse qPCR. 

 

3. Cohorte High fat diet (HFD) 

3.1. Régime enrichi en gras 

La cohorte de départ comprend 20 souris mâles C57BL/6J adultes. Celle-ci est divisée 

en deux groupes de taille égale : le groupe contrôle, dont la nourriture comporte 10% de 

matière grasse (Ref. : D09100304), et le groupe dont la nourriture est enrichie en graisse 

en fructose et en cholestérol (HFD-FC, 40%kCal de matière grasse, 15%kCal de fructose 

et 2% de cholestérol (Ref. : D09100310). Au début du régime, les souris étaient âgées 

entre 6 et 7 semaines. Au moment du sacrifice le cerveau, le pancréas, le foie et le gras 

péri-viscéral ont été collectés dans du PFA 4%, ainsi que du sang grâce aux tubes 

Microvette® cb 300 EDTA k2 à capillaire. Le plasma a été récupéré après 20 minutes de 

centrifugation à 2000 g. Les aliquots de plasma sont conservés à -80°C. 

 

3.2. Test de tolérance au glucose (GTT) 

Afin de réaliser ce test, les souris sont pesées et mises à jeun la veille au soir juste 

avant leur phase nocturne (19 heures) pour une durée de 14h et placées dans une 

nouvelle cage pour éviter la consommation des fèces durant la nuit. Le lendemain les 

souris sont pesées de nouveau et au temps 0 minutes – temps correspondant à l’injection 

de D-glucose (Sigma) –, les souris sont injectées 10 fois leur poids avec une solution de 

glucose concentrée à 150 mg/mL et préparée dans de l’eau stérile. La glycémie est 

mesurée 30 minutes avant l’injection de glucose et juste avant l’injection (temps 0) pour 

obtenir la glycémie basale, puis elle est mesurée à 15, 30, 60, 90, 120 et 150 minutes 

après l’injection de glucose. Du sang est également prélevé dans des tubes héparinés 

30 minutes avant et 15 minutes après l’injection pour doser l’insuline par ELISA. La 

collecte de sang se fait par massage sur la longueur de la queue de l’animal, après en 

avoir très légèrement coupé l’extrémité en biseau. La glycémie est toujours mesurée 

avant la collecte de sang pour l’ELISA. 
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3.3. Test de tolérance à l’insuline (ITT) 

Les animaux sont mis à jeun à 8 heures soit 5 heures avant le début de l’expérience. 

Comme pour le GTT décrit ci-dessus, la glycémie est prise 30 minutes avant et juste au 

moment de l’injection d’insuline – pour obtenir la glycémie basale. Les souris sont 

injectées 10 fois leur poids avec une solution d’insuline (Tableau 1) préparée en eau 

stérile et concentrée à 0.075U/mL. Suite à l’injection, la glycémie est prise aux temps 15, 

30, 45, 60, 90 et 120 minutes. Une attention particulière est portée à l’ensemble des 

souris sur toute la durée de l’expérience afin d’éviter un coma hypoglycémique pouvant 

mener à la mort de l’animal. Si la glycémie devient trop faible et/ou que la souris montre 

des signes de faiblesse, l’animal est injecté 10 fois son poids avec une solution de D-

glucose de 150 mg/mL préparée en eau stérile. Si cela se produit, l’animal est exclu de 

l’expérience pour les analyses. 

 

3.4. ELISA insuline 

Le test ELISA a été réalisé avec le kit Ultrasensitive Mouse Insulin de Mercodia et en 

suivant le protocole du fournisseur. Les analyses ont été réalisées sur 10 µL de plasma 

dilué dans 15 µL du calibrateur 0. La sensibilité du kit permet de détecter des 

concentrations d’insuline circulante chez la souris comprises entre 0.025 et 1.5 µg/mL. 

 

4. Injections 

4.1. Injections intracérébrales (Stéréotaxie) 

Les souris sont anesthésiées sous isoflurane (5% puis 1,5%) durant toute la durée de 

l’opération. Elles sont maintenues sur un tapis chauffant et leurs yeux sont protégés du 

dessèchement par du gel (Ocrygel). Une seringue Hamilton de 2 µL (Hamilton® syringe, 

7000 series, 2.0 µL, Neuros Syringe, Model 7002 KH, 30 gauge, Point Style 3) et le cadre 

stéréotaxique KopF® Instruments (California : Model 963/962 Ultra Precise Small Animal 

Stereotaxic) sont utilisés pour les injections. La chondroïtinase ABC (ChABC) ou 

l’ADAMTS5 (Tableau 2) ont été injectés en bilatéral au niveau de l’ARH aux coordonnées 

suivantes : axe antéro-postérieur = -1.1mm ; axe médio-latéral = +/- 0.3mm ; axe dorso-

ventral = -6mm en référence au bregma. Les coordonnées ont été déterminées à l’aide 

de l’atlas de Paxinos (Paxinos and Franklin 2001). 100 nL de chaque enzyme ont été 

injectés à une vitesse de 25 nL/min dans chaque hémisphère cérébral de souris 

C57BL/6J ou NPY-GFP, et un temps de stabilisation de 4 minutes est attendu avant le 
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retrait de la seringue Hamilton. La peau du crâne est ensuite refermée à l’aide d’agrafes, 

et l’animal placé dans sa cage sur tapis chauffant et surveillé jusqu’à son réveil. Les 

animaux sont sacrifiés 48 heures après l’injection de ChABC ou ADAMTS-5. Les 

cerveaux sont ensuite soit récupérés en PFA 4% (voir paragraphe sur le traitement des 

cerveaux), soit immédiatement congelés (voir paragraphe sur le traitement des 

cerveaux). 

  

4.2. Injections par voie rétro-orbitale 

Les injections intraveineuses des Dextrans (Tableau 2) sont faites par la voie rétro-

orbitale sur des souris C57BL/6J préalablement anesthésiées sous isoflurane. Le volume 

maximum injecté est de 100 µL. Les animaux sont sacrifiés 20 minutes après l’injection, 

et le cerveau immédiatement récupéré en PFA 4% (voir paragraphe sur le traitement des 

cerveaux). 

 

4.3. Injections intrapéritonéales 

Les injections de ghréline, leptine, glucose et insuline sont faites par voie 

intrapéritonéale (Tableau 2) au niveau de l’abdomen de souris C57BL/6J ou NPY-GFP 

sans anesthésie préalable des animaux. 

 

Tableau 2 : Liste des différents produits injectés 

Produit Fournisseur Référence Lot Dose/concentration Mode 
d’injection 

* PBS 1X Gibco 14200-067 2458833 10X (dilué au 1X en eau 
MilliQ) 

Intracérébral 
Intrapéritonéal 

Chondroitinase 
ABC 

Proteus 
vulgaris 

C3667 0000128063 1.5*10-3M en PBS 1X Intracérébral 

rhADAMTS-5 R&D 
Systems 

2198-AD OLY1620091 1µg/µL Intracérébral 

Dextran 3 kDa 
Texas Red 

Invitrogen D3328 2295039 1.5/3/6 * 10-4M en 
PBS 1X 

Intraveineux 

Dextran 10 
kDa Texas 

Red 

Invitrogen D1863 2071940 3*10-4M en PBS 1X Intraveineux 

Dextran 40 
kDa 

Fluorescein 

Invitrogen D1845 2170306 3*10-4M en PBS 1X Intraveineux 

Ghréline (rat) Tocris 
Bioscience 

1465 28A 2 mg/kg en 
NaCl 0.9% 

Intrapéritonéal 

Leptine 
(murine) 

PeproTech 450-31 111676 
K1716 

3 mg/kg en PBS 1X Intrapéritonéal 

D-glucose Sigma G7021 SLCJ1325 150 mg/mL en eau 
stérile 

Intrapéritonéal 

Insuline Lilly Pharma Umuline Ø 0.075 U/mL Intrapéritonéal 
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* PBS 10X composition : Chlorure de potassium (KCl) à 2 g/L ; Phosphate de monopotassium (KH2PO4) à 

2 g/L ; Chlorure de sodium (NaCl) à 80 g/L ; Phosphate de sodium dibasique heptahydraté (Na2HPO4-

7H2O) à 21.6 g/L 

 

5. Les challenges ghréline et leptine sur animaux  

Ces expériences nécessitant un suivi individuel des animaux pour la prise alimentaire, 

les animaux sont individualisés une semaine avant l’expérience.  

 

5.1. Challenges ghréline et leptine sans mise à jeun 

48 heures après l’injection stéréotaxique (voir paragraphe Injections Injections 

intracérébrales (Stéréotaxie)) de PBS 1X pour les contrôles ou d’ADAMTS5, les animaux 

sont injectés soit avec de la ghréline soit avec de la leptine par voie intrapéritonéale aux 

concentrations indiquées dans le paragraphe injections intrapéritonéales). Leur prise 

alimentaire suivant les 30 minutes après l’injection intrapéritonéale est mesurée par 

pesée directe de la nourriture avant et après injection. Les animaux sont sacrifiés 30 

minutes après injection par décapitation suite à une anesthésie à l’isoflurane. Les 

cerveaux sont immédiatement récupérés en PFA 4% (voir paragraphe traitement des 

cerveaux).  

 

5.2. Challenge leptine avec mise à jeun 

Le protocole suivi est le même que celui décrit ci-dessus, à l’exception d’une mise à 

jeun des animaux la veille de l’injection intrapéritonéale au début de la phase nocturne 

(19 heures) pour une durée de 16 heures. Le lendemain de la mise à jeun, les animaux 

sont injectés en intrapéritonéal avec de la leptine à la concentration indiquée dans le 

Tableau 1.  

 

6. Préparation des tissus 

Tous les animaux sont anesthésiés à l’isoflurane préalablement au sacrifice par 

décapitation, afin de limiter le stress et la douleur de l’animal autant que possible. 
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6.1. Préparation des cerveaux 

6.1.1. Tissu frais 

Après le sacrifice de l’animal, le cerveau est extrait de la boîte crânienne et est 

immédiatement inclus en OCT et congelé avec de la carboglace. Afin d’homogénéiser le 

processus de congélation, le bloc d’OCT est placé dans une cuve remplie d’isopentane, 

elle-même refroidie par la carboglace.  

 

6.1.2. Tissu fixé 

Immédiatement après le sacrifice de l’animal, le cerveau est plongé dans 10 volumes 

de paraformaldéhyde (PFA) 4% préparée en tampon phosphate salin (PBS 1X) et y est 

conservé jusqu’au lendemain à 4°C. Le cerveau est ensuite lavé 3 fois 10 minutes en 

PBS 1X avant d’être transféré dans une solution de sucrose 15% préparée en PBS, puis 

en solution de sucrose 30% afin de cryoprotéger le tissu. Après ces traitements, il est 

finalement placé en OCT et congelé avec de la carboglace. Afin d’homogénéiser le 

processus de congélation, le bloc d’OCT est placé dans une cuve remplie d’isopentane, 

elle-même refroidie par la carboglace. 

 

6.1.3. Microdissections 

Le cerveau est rapidement extrait de la boîte crânienne et est immédiatement plongé 

en RNAlater (Qiagen, #1018087) afin de préserver les ARNs. Le noyau arqué de 

l’hypothalamus (ARH) et l’éminence médiane (EM) sont microdisséqués dans le 

RNAlater sous loupe binoculaire puis placés dans un tube Eppendorf 2 mL et 

immédiatement congelés à sec dans de l’azote liquide. L’ensemble des échantillons est 

ensuite conservé à -80°C jusqu’à utilisation. 

 

6.2. Préparation des organes périphériques 

Le foie, le pancréas et la graisse péri-viscérale prélevés sur les souris ayant suivi un 

régime enrichi en gras (HFD-FC) ont été fixés sur la nuit dans du PFA 4% à 4°C. Ils ont 

ensuite été lavés 3 fois 10 minutes avec du PBS 1X, puis déshydraté en les passant 3 

fois 10 minutes dans de l’éthanol 30%, et en les laissant ensuite la nuit à 4°C dans de 

l’éthanol 70%. Les échantillons sont traités par la section Histologie de la plateforme Bicel 

de Lille, où ils sont préparés pour être inclus en paraffine. Les organes ont ensuite été 

coupés à 5 µm d’épaisseur et colorés en hématoxyline/éosine (HE ; Hématoxyline : 
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Papanicolaou Harris hematoxylin. BIO-OPTICA, ref 05-12011 / Eosine Y 1% en eau 

MilliQ (ACROS ORGANICS, ref 152881000) et rouge Sirius (RS ; Rouge Sirius ALFA 

AESAR, Direct red 80 ref B21693 à 0 ,1% dans l’acide picrique à saturation dans l’eau 

Milli-Q / Hématoxyline de Weigert) pour analyse.  

 

 

 

 

7. Coupe des cerveaux congelés 

Les cerveaux sont coupés au cryostat (Leica, CM3050 S), et les tranches sont 

récupérées directement sur lame pour les tissus frais (18 µm d’épaisseur) et sur lame 

(14µm d’épaisseur) ou en flottant (35 µm d’épaisseur) pour les tissus fixés. La 

température de la chambre est fixée à -20°C, et la température objet à -18°C. Les lames 

sont conservées à -20°C et les coupes flottantes à 4°C dans du PBS 1X 0.05% NaN3. 

 

8. Immunohistochimie 

Les différents immunomarquages ont été réalisés sur les tranches de cerveau de 

souris C57BL/6J ou issues des lignées NPY-GFP, AcanCreERT2 ou déficients pour l’ACAN 

(Acan+/-). 

 

8.1. Immunohistochimie sur coupes flottantes de cerveau 

Les tranches sont incubées 1 heure dans un tampon de blocage (5% NDS ; 0.3% 

Triton X-100 en PBS 1X) à température ambiante, puis 48 heures avec la lectine WFA 

(Sigma ; L1516 ; lot : SLBX7496) pour le PNN ou l’anticorps primaire (albumine, 

ensemble des CSPGs, POMC, du cfos et tyrosine hydroxylase), ou sur la nuit (Iba-1 et 

CD45) à 4°C aux concentrations indiquées dans le tableau 2. Au terme de l’incubation 

avec l’anticorps primaire, les tranches sont lavées 3 fois 10 minutes avec du PBS 1X, 

puis incubées 2 heures à l’abris de la lumière avec l’anticorps secondaire (Tableau 4) + 

0.3% Triton X-100 dilués en PBS 1X. Les tranches sont ensuite lavées 3 fois 10 minutes 

au PBS 1X, contre-colorées au DAPI (1/5000 concentration 5 mg/mL en PBS 1X) 5 

minutes, puis lavées 2 fois 10 minutes en PBS 1X avant d’être montées sur lame au 

Mowiol. 

Le marquage cfos nécessite une étape supplémentaire d’amplification du signal. 

Après l’incubation avec l’anticorps primaire (48 heures à 4°C), les tranches sont incubées 
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dans une solution contenant un anticorps anti-lapin biotinylé (voir Tableau 3) + 0.3% de 

Triton X-100 + 0.25% de BSA dilués en PBS 1X pendant 90 minutes à temperature 

ambiante. Après 3 lavages de 10 minutes en PBS 1X, les tranches sont incubées 2 

heures à temperature ambiante dans la solution d’anticorps secondaire décrite ci-dessus 

avec de la streptavidine conjuguée à un fluorophore. La fin du protocole est identique à 

celle décrite ci-dessus. 

 

8.2. Immunohistochimie sur coupes de cerveau adhérentes 

Le double marquage ZO-1/Collagène IV (Coll IV) est réalisé à partir de tranches de 

cerveaux récupérées sur lame. Les lames sont fixées 1 minute à -20°C dans un mélange 

50% acétone + 50% méthanol froid, puis séchées 5 à 10 minutes sous hotte avant d’être 

lavées 3 fois 10 minutes en PBS 1X. Les tranches sont ensuite incubées 1 heure à 

température ambiante dans la solution de blocage (5% serum + 0.3% Triton X-100 dilués 

en PBS 1X), puis sur la nuit à 4°C dans la solution d’incubation des anticorps primaires 

(5% serum + 0.3% Triton X-100 contenant l’anticorps primaires à la concentration 

indiquée dans le Tableau 2 et dilués en PBS 1X). Les lames sont ensuite rincées 6 fois 

10 minutes en PBS1X, avant d’incuber les coupes 2 heures à température ambiante dans 

la solution d’anticorps secondaires (5% serum + 0.3% Triton X-100 contenant l’anticorps 

secondaires à la concentration indiquée dans leTableau 3 et dilués en PBS 1X). Enfin, 

les lames sont rincées 3 fois 10 minutes en PBS 1X, contre-colorées au DAPI (5 mg/mL, 

1/5000 en PBS 1X) et lavées à nouveau 2 fois 10 minutes avant d’être montées au 

Mowiol. 

Pour le marquage phosphor-mTOR, un démasquage des antigènes est nécessaire. 

Pour cela, les coupes sont incubées dans une solution de citrate de sodium à 10 mM à 

80°C pour 20 minutes. Elles sont ensuite incubées dans la solution de blocage décrite ci-

dessus, puis dans la solution d’anticorps primaire (voir Tableau 2) pour 72 heures à 4°C. 

La suite du protocole est ensuite identique à celle décrite ci-dessus. 

 

Tableau 3 : Liste des anticorps primaires 

Anticorps 
primaires 

Fournisseur Référence Lot Espèce 
hôte 

Concentration Dilution 

Aggrecan EMD Millipore AB1031 3530679 Rabbit 0.5 mg/mL 1/500 

Versican Abcam ab19345 Ø Rabbit Ø 1/250 

HABP EMD Millipore 385911 3274405  0.5 mg/mL 1/50 

Neurocan R&D Systems AF5800 CDGF022002
B 

Sheep 2.310 mg/mL 5 µg/mL 

Tenascine R R&D Systems AF3865 YLM022002B Goat 0.256 mg/mL 5 µg/mL 
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p-mTOR 
(S2448) 

Cell 
Signalling 

2976S 8 Rabbit Ø 1/60 

c-fos Synaptic 
Systems 

226003 226003 Rabbit 50 µg 1/1000 

Tyrosine 
hydroxylase 

Abcam ab113 GR3277795-
25 

Sheep 0.15 mg/mL 1/1000 

Albumine Abcam ab8940 GR3234407-
10 

Sheep 19.7 mg/mL 1/500 

Zo-1 Invitrogen 61-7300 SH252320 Rabbit 0.25 mg/mL 1/500 

Coll IV EMD 
Millipore 

AB769 3166053 Goat 0.4 mg/mL 1/500 

POMC Phoenix 
Laboratory 

H-029-30 2 Rabbit Ø 1/1000 

Iba-1  019-19741 CAG5175 Rabbit 50 µg 1/500 

CD45 BD 
Biosciences 

550539 3354831 Rat 0.0625 mg/mL 1/500 

 

 

Tableau 4 : Liste des anticorps secondaires 

Anticorps secondaires Fluorophore Fournisseur Dilution 

Donkey α Rabbit Alexa Fluor 488 Jackson Immuno Research 1/500 

Donkey α Rabbit Alexa Fluor 568 Jackson Immuno Research 1/500 

Donkey α Rabbit Alexa Fluor 647 Jackson Immuno Research 1/500 

Donkey α Sheep Alexa Fluor 568 Jackson Immuno Research 1/500 

Donkey α Sheep Alexa Fluor 647 Jackson Immuno Research 1/500 

Donkey α Goat Alexa Fluor 488 Jackson Immuno Research 1/500 

Donkey α Rabbit biotinylé Alexa Fluor 568 Jackson Immuno Research 1/500 

Streptavidine Alexa Fluor 568 Invitrogen 1/1000 

 

9. Hybridation in situ par RNAscope 

Seules les coupes de tissus frais ont été utilisées pour réaliser des analyses 

d’hybridation in situ par RNAscope. Pour ces expériences, nous avons suivi le protocole 

fourni par ACDbio (« RNAscope Multiplex Fluorescent Reagent Kit V2 Assay »). 

L’ensemble des sondes utilisées est répertorié dans le Tableau 4.  

 

Tableau 5 : Liste des sondes RNAscope 

Sonde Référence Lot Fluorophore Dilution du 
fluorophore 

ACAN (C1) 439101 20349C Cy3 1/1500 

NPY (C2) 313321 20363A Cy3 /Cy5 1/2000 

POMC (C2) 314081 21034C Cy3 /Cy5 1/2000 

 

10. Analyses par RT-qPCR 

¤ Extraction des ARNs : les kits RNeasy® Mini Kit de Qiagen (ref: 74104) ou E.Z.N.A. 

Total RNA Kit II (Omega Bio-Tek, R6934-02) ont été utilisés selon les instructions du 

fournisseurs. Les tissus ont été broyés à l’aide d’un polytron. Chaque échantillon est 
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ensuite dosé au NanoDrop (NanoDrop One ; ThermoFischer) et sa qualité est déterminé 

grâce aux ratios d’absorbance A260/A280 et A260/A230. Les ARNs sont ensuite 

conservés à -20°C.  

¤ RT-PCR : Le kit High capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems™, 

ref 4368814) a été utilisé. Pour chaque échantillon, 1 µg d’ARN a été ajouté à 10 µL du 

mélange de réverse transcription préparé selon les instructions du fabriquant. Les 

échantillons sont ensuite chauffés à 25°C  10 minutes puis à 37°C  120 minutes  et enfin 

à 85°C  pendant 5 minutes dans le thermocycler Veriti (Applied Biosystems) : Les ADNc 

obtenus sont ensuite dilués 10 fois dans de l’eau ultra pure et conservés à -20°C. 

¤ qPCR :  Les ADNc dilués sont ajoutés au mélange TaqMan Master mix avec la sonde 

d’intérêt (décrite dans le Tableau 5). Le mélange réactionnel par puits est : 10 µL de 

Taqman Master Mix, 4 µL d’eau ultrapure, 1 µL de sonde Taqman et 5 µL d’ADNc dilué. 

La PCR en temps réel a été réalisée sur un appareil de PCR Applied Biosystems 7900HT 

en utilisant des tests d'expression génique TaqMan® spécifiques aux différentes sondes 

décrites au sein du tableau 5. Les échantillons sont chauffés à 50°C pendant 2 minutes 

puis 95°C pendant 10 minutes puis subissent 40 cycles de 15 secondes à 90°C et 1 

minute à 60°C. Les niveaux d’expression pour les différents échantillons sont calculés 

par la méthode du 2-CT en utilisant l’actine comme standard interne. 

 

Tableau 6 : Liste des sondes TaqMan pour la qPCR 

Fournisseur Protéine Nom du gène Référence Fluorophore 

Thermo 
Fisher 

ACAN Acan Mm00545794_m1 FAM 

Applied 
Biosystems 

ACTINE Actine 4351315 VIC 

 

11. Mesure de la surface occupée par l’aggrecan sur les coupes de 
cerveau après immunomarquage 

Afin de mesurer la surface occupée par l’ACAN sur les coupes de cerveaux après 

immunomarquages dans nos différentes expériences, une macro ImageJ a été utilisée. 

Elle a permis de délimiter une surface fixe autour du marquage de l’ACAN, puis de 

calculer le ratio suivant : (
𝑠𝑢𝑟𝑓𝑎𝑐𝑒 𝑐𝑜𝑢𝑣𝑒𝑟𝑡𝑒 𝑝𝑎𝑟 𝑙𝑒 𝑠𝑖𝑔𝑛𝑎𝑙 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑓

𝑠𝑢𝑟𝑓𝑎𝑐𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒
) ∗ 100. Cette analyse a été 

réalisée à partir d’images 2D (projection orthogonale de l’image brute en 3D) réalisées 

au microscope confocal à partir des cerveaux immunomarqués pour l’ACAN. La surface 

couverte par le signal positif (marquage ACAN) a été obtenue en calculant la surface 



- 122 - 
 

formée par l’ensemble des pixels dont l’intensité était supérieure à un seuil prédéterminé. 

Cette mesure est exprimée en unité arbitraire. 

 

12. Comptage des neurones activés 

Les comptages des neurones activés ont été réalisés à partir d’image prises au 

confocal à partir des coupes de cerveaux immunomarqués pour cFos. L’ensemble des 

images a été acquis et traité avec les mêmes paramètres. Seuls les marquages situés 

dans l’ARH ont été pris en considération pour le comptage des neurones. L’ARH a été 

divisé en 2 parties (dorsale et ventrale) et chaque hémisphère cérébral a été considéré 

de façon indépendante (Figure 35).  

 

 

 

13. Analyses statistiques 

Les données sont présentées sous forme de moyennes et d'erreurs standard de la 

moyenne (S.E.M.). Toutes les analyses statistiques ont été réalisées à l'aide du logiciel 

GraphPad Prism version 9 (GraphPad, San Diego, CA). La distribution normale des 

échantillons a été testée grâce au test de Shapiro-Wilk. Pour comparer deux groupes 

dont la distribution est normale et ne présentant pas de différence significative des 

variances, un test t de Student non pairé a été utilisé. Si la distribution des échantillons 

est normale mais qu’il y a une différence significative entre les variances, la correction de 

ARH dorsal 

ARH ventral 

C-fos 

Hors  
ARH  

Figure 36 : Zones de comptage pour les challenges ghréline et leptine 

Délimitation des zones de comptage : les deux hémisphères sont d’abord séparés par la ligne blanche centrale verticale. Le 

noyau arqué de l’hypothalamus (ARH) est délimité de chaque côté à l’aide du marquage DAPI (bleu) par les deux lignes blanches 

en diagonale. Enfin, les parties ventrales et dorsale de l’ARH son séparées par la ligne blanche horizontale. Seul les neurones c-

fos+ (en rouge) dans l’ARH sont comptés. La flèche jaune pointe un exemple de marquage non compté pour les analyses. 
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Welch est appliquée au test t. Dans le cas d’une distribution non-gaussienne des 

échantillons, le test de Mann-Whitney a été effectué. La comparaison de trois groupes 

ou plus dont la distribution est normale a été réalisée avec une analyse de variance 

(ANOVA) à un ou deux facteur(s), suivie du test de comparaison multiple. Si la distribution 

des échantillons n’est pas gaussienne ou que leur nombre est trop petit pour en assumer 

la normalité, le test de Kruskal-Wallis suivi de la comparaison multiple de Dunn a été 

préféré. Des ANOVA à mesures répétées ont été utilisées lorsque plusieurs mesures ont 

été effectuées au fil du temps dans les mêmes groupes. Les valeurs p < 0,05 ont été 

considérées comme statistiquement significatives.  
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