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INTRODUCTION GENERALE

Le poids d’un individu peut étre considéré comme une variable physiologique régulée.
Un déséquilibre dans cette régulation avec une diminution de la dépense énergétique ou une
augmentation des entrées conduit a une accumulation de réserves énergétiques et a I’obésité.

L’obésité, dans tous les pays développés est un véritable probleme de santé publique:
un adulte sur cinq en France présente un surpoids; aux Etats-Unis, un adulte sur trois. La
population concernée est de plus en plus jeune et importante. En plus d’étre une source
d’inconfort physique et un facteur de rejet social, 1'obésité et la surcharge pondérale diminuent
I'espérance de vie. L’obésité est associée a de nombreuses pathologies (troubles cardio-
vasculaires, hypertension artérielle, diabete, cancers du sein, de la prostate et du colon,
problémes articulaires...). Ainsi, bien qu’une des causes majeures du développement de
I’obésité soit liée a de mauvaises habitudes alimentaires et au mode de vie, il est important de
comprendre les mécanismes physiopathologiques mis en jeu lors de I’installation de 1’obésité.

L’une des voies explorées est de déterminer les causes de I’installation d’une
surcharge pondérale chez des modéles animaux d’obésité. Mais une alternative peut se révéler
intéressante : c’est I’étude de modeles animaux qui au contraire, ne développent pas d’obésité
en vieillissant. En comprenant pourquoi certains rats ne grossissent pas, on pourrait mettre en
é¢vidence de nouveaux mécanismes physiologiques sous-tendant le non-développement de
'obésité et des pathologies associées.

La souche de rat Lou/C a été isolée dans les années 70 a partir de la souche de rat
Wistar. Cette souche présente un poids plus faible par rapport au rat Wistar, essentiellement
en raison d’une moindre accumulation de réserves lipidiques. Au début des années 90, le rat
Lou/C a commencé a étre étudié comme modele de vieillissement sain, mais ce n’est que
récemment que 1’on s’est intéressé au non-développement d’obésité présenté par cette souche.

Au cours de cette étude, nous avons tout d’abord caractérisé la balance énergétique
(adiposité, prise alimentaire et dépense énergétique) du rat Lou/C au cours du vieillissement.
Ensuite, nous avons essayé de déterminer I’origine des modifications de la balance
énergétique du rat Lou/C responsables de sa résistance a 1’obésité.

Une des boucles de régulation de la balance énergétique est constituée :

1) du systéme nerveux sympathique qui est une voie activatrice de la dépense

énergétique
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2) d’une voie de rétrocontrole endocrine. L’insuline et la leptine informent les centres
du statut énergétique de I’organisme.

3) au niveau des centres intégrateurs de cette boucle de régulation que sont les noyaux
hypothalamiques, les monoamines (catécholamines et sérotonine) jouent un réle important a
la fois dans la régulation de la prise alimentaire et dans la régulation de la dépense
énergétique.

Dans ce contexte, nous avons mesur¢ 1’activité sympathique dans les organes
périphériques impliqués dans la mise en réserve et dans la dépense énergétique chez le rat
Lou/C comparé¢ au rat Wistar. Une étude longitudinale de I’insulinémie et de la leptinémie a
¢été réalisée chez les deux souches et nous avons évalué I’implication des monoamines du

systéme nerveux central dans le déterminisme énergétique du rat Lou/C.

2 INTRODUCTION GENERALE



RAPPELS
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« Only the man who is familiar with the art and science of the past is competent
to aid in its progress in the future »

Theodore Billroth (chirurgien, 19°™ siécle)



I. L'OBESITE : UN SYMPTOME, UNE PANDEMIE

Cet article paru dans 1’Herald
Tribune le 3 Mai 2003, peut paraitre
anecdotique, mais en fait, il refléte
de manieére indirecte le
développement important de la

pandémie d’obésité.

I. 1. Définition clinique de I’obésité

® WASHINGTON

Heavier Americans in the air

The U.S. government may add 10 pounds to its
estimates of how much air travelers weigh to determine
if planes are too heavy to fly safely. Regional carriers
say they might have to eliminate seats to comply.

An adult passenger flying in winter is now estimated
to weigh 185 pounds, including clothing and carry-ons.
In summer, he or she is calculated at 180 pounds.

Some believe those estimates, put in place in 1995,
may be too low because Americans are larger. Adult
men averaged 180.7 pounds in 1994, the most recent
year for which statistics from the Centers for Disease
Control and Prevention are available. (AP)

L’obésité est un exces de poids di a une inflation des réserves énergétiques, c’est a

dire un exces de masse grasse. Diagnostiquer I’obésité chez ’homme exige en toute rigueur

de connaitre la masse grasse de 1’individu, ce qui nécessite des techniques non disponibles en

routine (mesure de densité corporelle, absorptiométrie, tomodensitométrie, résonance

magnétique...). En pratique clinique comme en épidémiologie, I’obésité est définie a partir de

I’Indice de Masse Corporelle (IMC, traduction de Body Masse Index, BMI). L’IMC est

calculé selon la formule suivante: poids (en Kg)/taille’ (en métres). Le surpoids est atteint

quand 1'IMC se situe entre 25 et 30 et on parle d'obésité avec un IMC supérieur a 30

(Tableaux 1 et 2). Pour un IMC normal, la masse grasse représente 20 a 25% chez la femme

et 10 a 15% chez ’homme, de la masse totale,. Certaines tables proposent ainsi des valeurs

différentes d’IMC en fonction du sexe et les valeurs considérées comme optimales sont pour

I’homme 22,7 kg/m? et pour la femme 22,4 kg/m? (Gallagher et al, 1996).
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Limites proposées par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) pour définir le statut
pondéral chez I’adulte en fonction de 1’indice de masse corporelle (IMC)

IMC (kg/m?) Classification de ’OMS Dénomination usuelle  Correspondance en kg
pour une taille de 1,70 m

<18,5 Déficit pondéral Maigreur <53
18,5-24.9 - Poids « souhaitable » 53-72
25-29.9 Degré 1 d’exces de poids Surpoids 73-86
30-39,9 Degré 2 d’exces de poids Obésite 87-115
> 40 Degré 3 d’excés de poids Obésité massive > 116

Classification des obésités en fonction de 1’indice de masse corporelle selon 1’International
Obesity Task Force (IOTF)

IMC (kg/m?) Classification
<18,5 Insuffisance pondérale
18,5-24,9 Valeurs normales
25-29.9 Exces de poids
30-34.9 Obésité I (modérée)
35-39.9 Obésité I (Sévere)
> 40 Obésité IIT (Tres sévere)

Tableaux 1 et 2. Deux classifications des degrés d’obésité en fonction de I’indice de
masse corporelle proposées par deux organismes internationaux. Le tableau donné par
I’IOTF permet de distinguer obésité modérée et obésité sévere.

I. 2. Prévalence et évolution de la pandémie d’obésité dans le monde

Au cours des derniéres décennies, la prévalence de 1’obésité dans nos sociétés a
fortement augmenté et cette augmentation s’accélére au niveau mondial. Ainsi, aux Etats
Unis, le nombre de personnes obeses a progressé de 75% en 14 ans entre 1980 et 1994 (Flegal
et al, 1998), de 50% en 7 ans entre 1991 et 1998 (Mokdad et al, 1999) ou de 61% en 9 ans
entre 1991 et 2000 (Mokdad et al, 2001). Actuellement, 19,8% (Mokdad et al, 2001) a 27%
(Yanovski et Yanovski, 2002) des Américains seraient obeéses. L’augmentation du nombre
d’obeses était de 10% entre 1987 et 1997 au Royaume Uni, de 5% entre 1987 et 1991 aux
Pays-Bas et également de 5% entre 1980 et 1989 en Australie (Bianchini et al, 2002). Le
pourcentage d’obeses dans les pays d’Europe de I’Est atteint 30 a 35% de la population. La
France n’est pas épargnée par le fléau que représente I’obésité. Entre 1997 et 2000, le nombre

d’obéses a progressé de 17% et représente 4 millions de personnes. Les populations jeunes
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(avant 25 ans) sont de plus en plus touchées (12% des enfants en France sont considérés
comme obeses) (figure 1).

Les zones urbaines sont plus touchées que les zones rurales. L’obésité est plus
répandue dans les pays développés mais le nombre d’obéses dans certaines zones urbaines de
pays en voie de développement (Namibie, Zimbabwe, Turquie, Guatemala, Honduras,
Mexique, Pérou...) atteint déja 10 a 15% de la population (Martorell et al, 2000).
L’Organisation Mondial de la Santé a estimé en 1997, qu’approximativement 300 millions

d’adultes et d’enfants souffriraient d’obésité en 2035.

Surpolids

30%

Obésité
12%

| Obésité
9,6%

Adultes Enfants Adultes

o

A

Supérieure a 10%

Comprise entre 8 et 9,9%

Comprise entre 7 et 7,9%

Inférieure 3 7%

Figure 1. L’obésité en France (d’apres le site internet www.obesite.fr, consulté en mai 2003)
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I. 3. Facteurs de développements de I’obésité

Un déséquilibre de la balance énergétique va engendrer le développement de
I’obésité. Ce sont essentiellement des probléemes comportementaux et environnementaux
qui vont s’associer pour surpasser les systéemes neuroendocriniens de contrdle de la balance
énergétique et aboutir a une mise en réserve excessive de lipides. En effet, le confort de la vie
moderne dans les sociétés des pays développés conduit & une diminution de la dépense
énergétique alors que les modes alimentaires sont modifiés avec une mise a disposition
permanente des aliments et une augmentation des apports lipidiques.

Des ¢études font ressortir qu’un enfant dont les deux parents sont obeses a un risque
d'obésité trois fois supérieur a celui d'un enfant ayant deux parents minces. Ce déterminisme
génétique serait 1i¢ a une meilleur « efficacité » générale de 1’organisme pour stocker des
lipides a partir des aliments ingérés. Dans certains cas d’obésités, en petit nombre, des
facteurs génétiques précis ont €t€ mis en avant, notamment une altération de la production de
leptine (hormone secrétée par les adipocytes en proportion de leur nombre, et qui va diminuer
la prise alimentaire et augmenter la dépense énergétique par son action centrale) ou de son
récepteur. Il a été également trouvé chez certains obéses des mutations du gene codant pour la
pré-pro-opiomélanocortine (POMC), un peptide impliqué au niveau du systéme nerveux

central dans le contrdle de la prise alimentaire (Krude et al, 1998).

I. 4. Les complications de I’obésité

En plus d’étre un facteur de rejet social et source d’inconfort physique, 1’obésité est
surtout associée a un grand nombre de pathologies. Ceci se traduit par une diminution de
I’espérance de vie chez les personnes obéses (Thompson et al, 1999, Tableau 3). Le nombre
de morts attribuées a 1’obésité est d’environ 300 000 personnes par ans aux Etats-Unis

(Allison et al, 1999).
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Espérance de vie en fonction de I’'IMC

Classes d’age 22,5 27,5 32,5 37,5

35-44 36,2 35,7 35,1 34,4

Hommes 45-54 27,5 27,0 26,5 25,8
55-64 19,5 19,2 18,8 18,3

35-44 41,4 41,1 40,6 40,1

Femmes 45-54 32,2 31,9 31,4 30,9
55-64 23,8 23,5 23,1 22,7

Tableau 3. Espérance de vie en année en fonction de la classe d’age, du sexe et de

I’Indice de Masse Corporelle dans la population américaine (d’aprés Thompson et al,
1999).

L’obésité engendre des pathologies ayant pour origine des problémes mécaniques,
métaboliques, endocrines, cardiovasculaires.

La surcharge pondérale va avoir un effet direct, mécanique sur la ventilation avec une
réduction de certains volumes pulmonaires du fait de la présence de quantité¢ importante de
masse adipeuse abdominale. L’excés d’adiposité au niveau thoracique engendre des
diminutions de la compliance thoracique et pulmonaire se traduisant par des insuffisances
respiratoires et le syndrome d’apnée du sommeil qui concerne 20 a 30% des obeses
(Jenkins et Moxham,1991, Collins et al, 1995, Laaban et al, 1996, Basdevant, 1998, Koenig,
2001).

11 existe d’autres complications liées aux contraintes mécaniques chez le sujet obése.
Ainsi, les atteintes rhumatologiques augmentent 1’évolutivité de I’arthrose, notamment au
niveau de la hanche et du genou.

Le diabéte de type 2 ou diabéte non-insulino dépendant est la conséquence d’une
résistance a I’insuline en premier lieu et secondairement d’une altération de la sécrétion
d’insuline par le pancréas. La résistance a I’insuline dans le diabéte de type 2 se manifeste par
une diminution de la stimulation par I’insuline du transport et du métabolisme du glucose
dans les adipocytes et dans les muscles squelettiques ainsi qu’une altération de la suppression
par I’insuline de la libération de glucose par le foie (Kahn et Flier, 2000). L association entre
I’obésité et le développement d’un diabeéte de type 2 est bien établie et on estime que 60 a
90% des personnes développant un diabéte de type 2 sont ou ont été obeses, le diabéte de type
2 pouvant étre la cause ou la conséquence d’une surcharge pondérale. Etant donné que tous
les obéses ne développent pas forcément de diabete de type 2, le facteur génétique est a

prendre en compte (Felber et Golay, 2002).
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L’obésité est également un risque majeur de développement de I’hypertension
(Stamler et al, 1978). Dans la population nord-américaine, le risque d’hypertension est
multiplié par 3 a 4 chez les sujets obeses (Thompson et al, 1999). Une activation du systéme
nerveux sympathique serait en partie a 1’origine du développement de cette pathologie. La
leptine, hormone secrétée par les adipocytes, provoque une activation sympathique par son
action sur I’hypothalamus (Haynes, 2000). L’hyperlipidémie (hypercholestérolémie) est un
autre facteur intervenant dans le développement de 1’hypertension chez I’obése.

L’augmentation de la masse grasse chez un individu provoque au niveau cardiaque
une hypertrophie ventriculaire, des insuffisances coronaires, des insuffisances cardiaques
gauche et droite qui associées a des altérations vasculaires peuvent conduire a des attaques
cardiaques ou cérébrales (Basdevant, 1998).

Les risques de maladies cardiovasculaires et de diabétes pourraient étre réduits suite a
une perte de 5 a 10% de poids chez les individus obéses (Goodpaster et al, 1999, Williamson
et al, 1999, Kopelman, 2000).

Des ¢études épidémiologiques ont montré que I’obésité est associée a une augmentation
des risques dans I’apparition des cancers du colon, du sein, du rein de ’cesophage et de

I’estomac (Bianchini et al, 2002).

I. 5. Conséquences économiques de I’obésité

Au niveau individuel, les études sociologiques ont révélé que le revenu moyen des
personnes obeses €tait inférieur au revenu moyen des personnes ayant un IMC normal. Quant
aux colits médicaux, on estime que la prise en charge des pathologies liées a 1’obésité double
les dépenses de santé chez les personnes entre 45 et 54 ans (Thompson et al, 1999). Le cot
¢conomique de I’obésité représente 2 a 5,5% des dépenses de santé dans les pays

développés (11,9 milliards de francs en France en 1992)(Oppert et Rolland-Cachera, 1998).
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. MODELES ANIMAUX UTILISES POUR L’ETUDE DE L’OBESITE: DES
MODELES D’OBESITE AU RAT LOU/C QUI NE DEVELOPPE PAS D’OBESITE

Afin de comprendre les mécanismes sous-tendant le développement de I’obésité et des
maladies métaboliques associées, différents modéles animaux ont ét¢ développés. Depuis plus
de 30 ans, de nombreux modeles de rongeurs génétiquement obéses ont été étudiés sans que
I’on s’intéresse a la fonction de la protéine déficiente. Parallélement, les déséquilibres
métaboliques résultant de 1ésions du systeme nerveux ont permis de déterminer 1’implication

des structures centrales dans la régulation de la dépense énergétique.

I1. 1. Exemples d’obésités monogéniques

Modeles dus a une déficience du systéme leptinergique

La lepine est une hormone sécrétée par les adipocytes en proportion de leur nombre et
de leur taille. Cette hormone agit au niveau des noyaux hypothalamiques pour diminuer la
prise alimentaire et augmenter la dépense énergétique.

-Mutation fa : Les rats de la souche Zucker homozygotes pour le géne récessif fa
développent trés tot une obésité. L’implication de la mutation fa dans la transmission du
signal leptinique chez le rat Zucker a été montrée en 1996 (Phillips et al, 1996). Entre temps,
de nombreuses études physiologiques ont permis de caractériser cette souche et de déterminer
les mécanismes d’installation de 1’obésité et I’implication du systéme nerveux central.

-Mutation ob : Le geéne ob code pour la leptine et a été cloné en 1994 (Zhang et al,
1994). Les souris ob/ob déficientes pour ce gene, sont étudiées depuis les années 70 pour leur
obésité.

-Mutation db : La souris homozygote pour le geéne récessif db (pour diabetes) sont
diabétiques et obeses. Le geéne diabetes code pour le récepteur a la leptine. On retrouve une
mutation d’un gene codant pour un récepteur a la leptine chez le rat Koletsky, un autre

modele d’obésité (Wu-Peng et al, 1997).

Autres mutations monogéniques conduisant a l’obésité
Le produit du géne agouti est un antagoniste du récepteur a la mélanocortine (MC4-R)
impliqué dans le controle de la balance énergétique. Les souris yellow agouti exprime ce
peptide agoniste au niveau central ce qui empéche 1’action de la mélanocortine et provoque

une augmentation de la prise alimentaire et 1’obésité (Miller et al, 1993). De nombreux
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modeles de souris obéses sont obtenus par manipulation génétique (Robinson et al, 2000). Par
exemple des souris knock out pour des molécules d’adhésion intercellulaire développent une
obésité en vieillissant (Levine et Billington, 1998), d’autres souris ob&ses sont obtenues par
surexpression des transporteurs au glucose (GLUT-4) (Shepherd et al, 1993). Le rat OLETF
possede dans hypothalamique des récepteurs a la cholécystokinine (hormone d’origine

intestinale) non fonctionnels (Moran et al, 1998).

Le rat Fischer 344 x Brown Norway est un modele d’étude de 1’obésité humaine
couramment utilisé car il présente une augmentation progressive de sa masse adipeuse avec
I’age (Li et al, 1997). Cependant, a notre connaissance aucune mutation monogénique n’a été

trouvée chez cette souche.

I1. 2. Modeles d’obésité obtenus par altérations du systeme nerveux

La neurophysiologie a permis de développer des modeles expérimentaux d’obésité. En
1940, Hetherington et Ranson montrent qu’une lésion de I’hypothalamus ventromédian par
¢lectrocoagulation produit une hyperphagie et ’obésité chez le rat. On retrouve une
hyperphagie chez les patients humains atteints de tumeurs hypothalamiques (Guerre-Millo,
1998). Les résultats obtenus a partir de Iésions par ¢électrocoagulation du noyau
hypothalamique ventromédian (faisant partie de 1’hypothalamus ventromédian avec le noyau
arqué) sont discutés du fait de problémes de spécificité de ces Iésions (Bamshad et al, 1998).

L’administration de glutamate monosodique chez la souris pendant la période
néonatale induit une destruction du noyau arqué et du noyaux ventromédian de
I’hypothalamus et le développement de 1’obésité (Poon et Cameron, 1978, Tanaka et al, 1978,
Meister et al, 1989).

De la méme manicre une administration parentérale de gold thioglucose chez la souris
engendre une hyperphagie et le développement de I’obésité suite a une destruction de la partie

ventromédiane de 1’hypothalamus (Debons et al, 1977, Bergen et al, 1998).

Des modeles d’obésité sont également obtenus a [’aide d’alimentations
hyperlipidiques données aux rats (Schemmel et al, 1970, Barzilai et Rossetti, 1995). Le rat
Wistar, souche utilisée comme référence dans de nombreuses études, nourrit ad [libitum et
dans les conditions standards d’¢levage présentent en vieillissant, les caractéristiques des rats

ob¢ses notamment au niveau de la masse grasse (Newby et al, 1990).
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I1. 3. Mod¢les de non-développement d’obésité

On peut chercher chez les rats obéses les raisons de ’installation d’un surpoids mais
une autre alternative peut se révéler intéressante dans I’étude des déséquilibres métaboliques :
c’est I’étude de rats qui au contraire, ne développent pas d’obésité dans les conditions
standards d'élevage. Un grand nombre d’effets métaboliques bénéfiques se traduisant par une
augmentation de I’espérance de vie sont montrés chez des modeles animaux de restriction
alimentaire (Barzilai et Gabriely, 2001). De nombreuses études ont donc ét¢ menées sur la
caractérisation métabolique des animaux en restrictions alimentaires. Cependant il existe peu
de mod¢le de rat ne développant pas d’obésité. Les rats 1ésés au niveau de ’hypothalamus
latéral diminuent leur prise alimentaire et adaptent leur dépense énergétique aux apports
énergétiques ce qui conduit a une diminution de leur poids (Powley et Keesey, 1970, De Luca
et al, 1987).

La souche de rat Lou/C est issue de la souche de rat Wistar et a été isolée entre 1937
et 1941, cependant I’origine exact de cette souche c’est perdue (Alliot et al, 2002). Dans les
années 70, 28 lignées différentes de rats Lou (comme Louvain, Belgique) sont développées
chez lesquelles est ¢tudiée I’incidence de différentes tumeurs par I’équipe de Bazin. La lignée
présentant le développement du plus grand nombre de tumeurs dans le tractus digestif a été
appelée Lou/C (Moriame et al, 1977, Bazin, 1990). En 1991, Dodane et al. utilisent le rat
Lou/C comme mode¢le de vieillissement sain dans une étude sur la fonction rénale. L’équipe
de Josette Alliot (Laboratoire de Neuroendocrinologie du Vieillissement, Aubicre, 63, France)
possede un ¢élevage de rat Lou/C depuis le début des années 90. Cette colonie appelée
Lou/C/jall, a dévié de la souche initiale de rat Lou/C. En utilisant le rat Lou/C, I’équipe de
Josette Alliot montre un changement de la préférence alimentaire au cours du vieillissement
en fonction du sexe (Veyrat-Durebex et Alliot, 1997, Veyrat-Durebex et al, 1998, Boghossian
et Alliot, 2000, Alliot et al, 2002, Boghossian et al, 2002). 50% des rats Wistar sont morts des
24 mois alors que les rats Lou/C présentent une durée de vie médiane de 28 a 30 mois (Alliot
et al, 2002, Zimmerman et al, 2003). Plus récemment, Couturier et al (2002) ont déterminé
certains caractéres métaboliques du rat Lou/C, commercialisé par Harlan (Gannat, France). Le
rat Lou/C présente une prise alimentaire diminuée de 40% par rapport au rat Wistar a 3 mois.
Les rats Wistar ingérant la méme quantité de nourriture que les rats Lou/C, n’atteignent pas la
réduction d’adiposité des rats Lou/C et ont une masse musculaire plus faible. Ainsi les rats

Lou/C présentent un métabolisme adapté a une restriction alimentaire spontanée.
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Ill. LA DEPENSE ENERGETIQUE

La dépense énergétique est principalement composée des dépenses liées :

-au métabolisme de base, c'est la composante principale (60-70%) de la dépense
énergétique

-a la thermogenese c'est le second poste de dépense énergétique

-a l'activité physique

II1. 1. Le métabolisme basal

Il constitue la dépense énergétique mesurée le matin, au repos dans une ambiance
thermique agréable (neutralité thermique, 20-22 °C), 12 a 14 heures apres le repas de la veille
et au calme psychique (c'est-a-dire sans activité intellectuelle importante, une préoccupation
cérébrale excessive induit, entre autre, une tension musculaire, qui accroit les dépenses
énergétiques). Le métabolisme basal correspond a la dépense énergétique nécessaire a la vie
des cellules, au maintien des gradients électrochimiques, au fonctionnement des appareils
assurant les grandes fonctions (circulation, respiration, excrétion, tonus musculaire) et au
maintien de la température corporelle.

Il convient de distinguer métabolisme basal et métabolisme de repos. Le métabolisme
de repos est mesuré sur un sujet s€dentaire et debout (ni a jeun, ni le matin au réveil).

La valeur du métabolisme basal est estimée chez l'adulte a 1650 kcal chez I'homme et
a 1300 kcal chez la femme pour 24 heures.

II est important de noter qu’environ 60% du métabolisme basale est di a la dépense
énergétique d’organes comme le foie, les reins, le cerveau et le cceur qui ne représentent que 5
a 6% de la masse corporelle. Le tissu adipeux ainsi que les os, la peau, n’interviennent que
trés peu dans le métabolisme basal. Ainsi, la composition corporelle influence le métabolisme
basal qui va dépendre essentiellement de la masse maigre (Figure 2). Par exemple, une
personne ayant une proportion de muscle importante aura un métabolisme basal supérieur a
une personne présentant une forte adiposité. Ceci explique les différences de métabolisme
basal observées en fonction du sexe : un homme présente un métabolisme basal de 5 a 8%
plus élevé que celui d’une femme de taille, de poids et d’age égaux. La femme possede une

proportion de masse maigre plus faible. Il en est de méme pour I’effet de 1’age: en
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vieillissant, la masse maigre diminue et le métabolisme basal est diminué¢ en conséquence. On
remarque une diminution du métabolisme basal de 2 a 3% par décennie aprés I'dge adulte.

Une étude récente reprenant un trés grand nombre de données métaboliques obtenues
chez différentes espeéces de mammiféres a montré que le métabolisme basal était
proportionnel a la masse corporelle a la puissance 2/3 (White et Seymour, 2003).

Certaines hormones stimulent le métabolisme basal. La thyroxine et la norépinéphrine
sont les principaux régulateurs du métabolisme. L'hypothyroidie provoque une diminution du
métabolisme basal (de 30 & 50%) alors que l'hyperthyroidie se traduit notamment par une
augmentation du métabolisme basal.

Le stress affecte aussi le métabolisme basal. Le stress stimule le systéme nerveux
sympathique; il y a alors libération d’adrénaline et le métabolisme basal est augmenté.

Une sous-alimentation va engendrer une diminution, pouvant aller jusqu’a 20%, du
métabolisme basal (Shibata et Buckowiecki, 1987).

Au cours de la phase de croissance, on observe une plus forte dépense énergétique
toutes proportions gardées (par rapport au poids et a la taille). Ceci est dii a la valeur
énergétique des tissus gagnés et au colt énergétique de la synthése des constituants de ces
tissus. Par exemple la synthése d’une liaison peptidique nécessite un apport énergétique de 3

Kcal.

2500
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Figure 2. Dépense énergétique au repos chez la femme et chez I’homme en fonction de
leur masse maigre (FFM) (d’apres Nielsen et al, 2003).
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I1I. 2. Dépense énergétique liée au travail musculaire

L’activité physique spontanée représente 8 a 20% de la dépense énergétique
quotidienne totale chez une personne sédentaire (Ravussin et al, 1986), mais cette part est tres
variable et elle peut atteindre jusqu’a 60% de la dépense énergétique totale lors d’efforts
prolongés.

Le rendement du travail musculaire est de I’ordre de 20 a 25%, le reste de 1’énergie est

«gaspillé» sous forme de chaleur.

I1I. 3. La thermogenese

Dans des conditions de thermoneutralité et au repos, le maintien de la température de
I’organisme dans des valeurs compatibles avec son fonctionnement fait partie de la

thermogenese associée au métabolisme de base.

On distingue également une thermogenese associée a I’alimentation. La digestion des
aliments et la mise en réserve des nutriments sont des activités qui nécessitent de l'énergie.
Cette dépense énergétique représente en moyenne 200 kcal journaliers, soit environ 10% a
14% de la prise alimentaire. Le stockage du glucose sous forme de glycogéne demande 3% a
5% de I'énergie contenue dans le glucose, la lipogenese a partir de glucose représente 25% de
I’énergie contenue dans les glucides. Le stockage des lipides alimentaires dans le tissu
adipeux ne représente qu’environ 2% et celui des protéines est le plus élevé, de 'ordre de 24%
de I’énergie contenue dans les nutriments.

Une autre source de thermogenése liée a D’alimentation est la thermogenese
posprandiale. Suite a un repas, surtout s’il est riche en glucide, il va y avoir activation du
systéme nerveux sympathique et stimulation de 1’activité thermogeéne du tissu adipeux brun,
essentiellement. Une mauvaise efficacit¢ de la thermogenése postprandiale peut étre a
I’origine du développement de 1’obésité chez le rat et dans une moindre mesure chez I’homme
(Glick et al, 1984).

Bien sir, le froid va provoquer une augmentation de la thermogenese par différents
mécanismes :

le frisson thermique qui est une contraction rythmique involontaire des muscles et qui

peut augmenter la thermogenése d’un facteur 3 a 5 chez I’homme.
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La thermogenése sans frisson qui se fait essentiellement au niveau du tissu adipeux
brun. Les membranes internes des mitochondries des adipocytes possédent des protéines
découplantes (UCP) qui vont permettrent le passage des protons. Ce passage de protons a
travers les UCP se fait avec production de chaleur. Les UCP vont utiliser le gradien de proton
de part et d’autre de la membrane interne mitochondriale pour produire de la chaleur au lieu

de produire de I’ATP.
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IV. RETROCONTROLE PERIPHERIQUE DE LA BALANCE ENERGETIQUE

En raison de la relative stabilité des réserves énergétiques et en dépit de la quantité
phénoménale d’énergie qui transite dans 1’organisme, on admet que le bilan énergique et les
réserves de graisse et le poids du corps constituent des variables extrémement régulées.
Cependant pour assurer cette régulation, le cerveau a besoin d’informations sur les
fluctuations des réserves €nergétiques.

La cholecystokinine, la bombésine, I’enterostatine et le glucagon-like peptide 1 sont
des hormones sécrétées au niveau de ’intestin. Elles ont des effets inhibiteurs sur la prise
alimentaire. Il en est de méme pour les informations sensorielles en provenance des récepteurs
du golit et des mécanorécepteurs du tractus digestif (Berthoud, 2002). Cependant ces
informations provenant au systéme nerveux central n’interviennent que dans une régulation
de la prise alimentaire a court terme. Deux hormones, I’insuline et la leptine, secrétées en
fonction de la quantité des réserves énergétiques de 1’organisme, vont avoir des effets a long
terme sur la régulation de la balance énergétique, aussi bien au niveau des entrées que des

dépenses énergétiques.

IV. 1. La leptine

On a longtemps considéré le tissu adipeux blanc comme un simple tissu de mise en
réserve lipidique, d’isolant thermique ou mécanique. Mais dans les années 90, on a montré la
capacité sécrétrice et endocrine des adipocytes. Parmi les facteurs libérés par les adipocytes,
la leptine joue un rdle important dans le controle de la balance énergétique en informant les

centres régulateurs de la quantité de réserves lipidiques disponible.

1V. 1. A. Découverte

Le concept selon lequel la masse adipeuse peut étre régulée via des facteurs circulants
sécrétés par le tissu adipeux (« théorie du lipostat ») résulte d’expériences de parabiose entre
rats normopondéraux et des rats rendus obeses suite a une Iésion de I’hypothalamus
(Kennedy, 1953, Hervey, 1958) ainsi qu’entre souris obeses de génotypes ob/ob et db/db
(Coleman, 1978). Cette hypothése a été validée en 1994, lorsque I’équipe de Friedman a
réussi a cloner le géne ob chez la souris et chez ’homme et montrer son implication dans les
déréglements du contrdle de la masse adipeuse (Zhang et al, 1994, Halaas et al, 1995, Maffei
et al, 1995).
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1V. 1. B. La protéine

Le géne ob est a I’origine de la syntheése de la leptine, une protéine de 146 acides
aminés. Apres traduction, cette protéine de 18 kDa perd un peptide signal de 2kDa et se
retrouve dans la circulation sous une forme de 16 kDa n’ayant pas subie de modifications
post-traductionnelles. 11 existe une forte homologie de I’ARNm 0b entre diverses especes de
mammifeéres (Zhang et al, 1994) et la structure de la protéine leptine présente une bonne
conservation phylogénique (84% d’homologie entre la protéine de souris et la protéine
humaine) (Ahima et Flier, 2000). Cette protéine est principalement synthétisée par les
adipocytes mais pas par les préadipocytes (Leroy et al, 1996). La leptine est également
sécrétée en moindre mesure par le placenta (Gavrilosa et al, 1997, Masuzaki et al, 1997,
Hoggard et al, 1997), par I’estomac (Bado et al, 1998), les glandes mammaires, les cellules
endothéliales, les glandes surrénales, les muscles squelettiques (Wang et al, 1998) et
I’expression du géne codant pour la leptine a été observée également dans le cerveau, au

niveau de I’hypothalamus, du cervelet, du cortex et de I’hypophyse (Morash et al, 1999).

1IV. 1. C. Les récepteurs a la leptine

La mutation du géne codant pour le récepteur a la leptine est responsable du
développement de 1’obésité consécutive au développement d’une résistance a la leptine
(souris db/db). Le récepteur a la leptine correspond a une longue protéine transmembranaire
de la famille gp130 des récepteurs aux cytokines. Il existe plusieurs isoformes de cette
protéine se distinguant par la longueur de leur domaine intracellulaire : 4 formes courtes, Ob-
Ra (domaine intracellulaire de 34 acides aminés) quasiment ubiquitaire, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-
Re (qui est une forme circulante) (Huang et al, 2001) et une forme longue Ob-Rb (domaine
intracellulaire de 303 acides aminés) qui est la plus impliquée dans la régulation de la balance
énergétique par la leptine (Ahima, 2000). Au niveau central, ce récepteur est principalement
localis¢ dans plusieurs noyaux hypothalamiques tels que le noyau arqué, 1’hypothalamus
ventromédian, le noyau paraventriculaire et I’hypothalamus dorsomédian (Mercer et al, 1996,
Fei et al, 1997). Cependant, le récepteur Ob-Rb a été trouvé également dans le noyau du
tractus solitaire, les noyaux parabrachial, cochleair, trigeminal, le locus coeruleus et I’olive
inférieure, (Williams et al, 1999, Grill et al, 2002). En périphérie, des isoformes du récepteur
a la leptine ont été localisées au niveau des adipocytes (Kielar et al, 1998), des muscles
squelettiques (Liu Y et al, 1997), dans le foie et la glande surrénale (Glasow et Bornstein,

2000).
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1IV. 1. D. Régulation de l’expression et de la libération de la leptine

Chez les rongeurs, la sécrétion de leptine par les adipocytes semble étre doublement
régulée.

La premicre régulation de cette sécrétion est directement en relation avec la quantité
de masse adipeuse. L’expression du géne de la leptine varie avec le pourcentage de masse
adipeuse corporelle (Maffei et al, 1995, Caprio et al, 1996, Considine et al, 1996, Frederich et
al, 1995, Lonnqvist et al, 1997, Shimizu et al, 1997). Le taux de leptine plasmatique augmente
avec la masse corporelle (et la masse adipeuse) et baisse lors d’une perte de poids chez un
animal donné. Ces résultats sont en accord avec les données obtenues in vitro suggérant que la
sécrétion de leptine refléte I’hypertrophie adipocytaire.

Une seconde voie de régulation de la sécrétion de la leptine non dépendante de la
masse adipeuse existe également. La prise alimentaire stimule la sécrétion de leptine
pendant 3 a 4 heures (Thompson 1996, Levy et al, 1997). Cependant, le type d’alimentation
ne semble pas avoir d’effet a court terme (Ainslie et al, 2000). Des résultats obtenus in vitro,
montrent que la diminution de I’expression du géne ob apres le jeline et son augmentation
apres réalimentation sont liées a un effet transcriptionnel direct de 1’insuline (Saladin et al,
1995, Trayhurn et al, 1995, Hardie et al, 1996, Leroy et al, 1996, Zheng et al, 1996, Koopmans
et al, 1998). A I’inverse de I’insuline, une exposition au froid (4°C) de 24H engendre une
diminution de la leptine circulante (Hardie et al, 1996). Cette diminution est liée a la
stimulation du systéme sympathique. En effet, 1’administration de noradrénaline a des
animaux laissés a température ambiante engendre une diminution rapide et importante de la
sécrétion de leptine (Trayhurn et al,1995). Ceci est en accord avec les résultats obtenus in
vitro sur la diminution de leptine par les adipocytes murins en réponse aux agonistes [3-
adrénergiques (Getty, 1996). On retrouve cette suppression de 1’expression du géne ob chez
I’homme suite a un traitement a base d’adrénaline (Carulli et al, 1999). Par ailleurs, les
eestrogénes jouent un role stimulateur alors que les androgénes jouent un réle inhibiteur sur
les concentrations de leptine circulante (Elbers et al, 1997). Le traitement par des
glucocorticoides entraine une augmentation rapide et dose-dépendante des ARNm codant
pour la leptine dans le tissu adipeux blanc (De Vos et al, 1995). Les cytokines (TNF-a,
Tumor-Necrosis-Factor ; IL-1, InterLeukine-1) modulent positivement la sécrétion de leptine

par les adipocytes (Kirchgessner et al, 1997).
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1IV. 1. E. Roles de la leptine

Bien que rares chez I’homme, des mutations du géne codant pour la leptine (Montague
et al, 1997, Strobel et al, 1998) ou pour son récepteur (Clément et al, 1998) ont été
découvertes chez des patients souffrant d’obésité. Ces patients ont un comportement
hyperphagique, mais ne développent pas de résistance séveére a 1’insuline. Leur puberté est
généralement retardée de fagon importante, suggérant que le role de la leptine n’est pas limité
au controle de la balance énergétique chez I’homme.

La leptine est fréquemment considérée comme une hormone permettant de diminuer la
masse du tissu adipeux. Elle agit sur la prise alimentaire grace a ses propriétés anorexigénes
et elle augmente la dépense énergétique (Figure 3). Cependant, il est possible que I’action
principale de la leptine ne soit pas de diminuer la masse adipeuse. Elle représenterait plutot un
signal permettant de préserver un stock suffisant d’énergie sous forme de graisse (Rosenbaum
et Leibel, 1999). La quantité de leptine circulante, corrélée a la masse de tissu adipeux, est le
reflet de I’état de ce stock. Or la variation de la quantité relative de leptine produite par les
adipocytes est beaucoup plus sensible a la baisse qu’a ’augmentation de poids. Une
diminution de la lipémie lors d’une perte de poids signalerait donc une réduction des réserves
d’énergie, et aurait pour conséquence une adaptation de 1’organisme, en vue d’un retour a des
quantités suffisantes de réserves : hyperphagie, stockage préférentiel de calories sous forme
de graisse et, chez la souris, baisse de la dépense énergétique (Michalik et al, 2000).
L’administration intracérébro-ventriculaire de leptine se traduit par une inhibition de la prise
alimentaire. Cet effet anorexigéne est accompagnée d’une situation métabolique au cours de
laquelle I’organisme utilise de plus en plus de glucose (Kamohara et al, 1997). L’effet
anorexigeéne de la leptine se fait par son action sur la régulation de la disponibilit¢ du NPY et
de la protéine Agouti, deux molécules augmentant la prise alimentaire, au niveau des
neurones AgRP /NPY du noyau arqué (Morton et Schwartz, 2001). En effet, les récepteurs a
la leptine Ob-Rb sont coexprimés dans le noyau arqué qui est un noyau hypothalamique tres
riche en cellules exprimant le NPY. La leptine inhibe ’expression du NPY dans le noyau
arqué de souris obeses (0ob/ob) (Stephens et al, 1995). De plus, la leptine active les neurones
hypothalamiques exprimant la pro-opiomelanocortine (POMC) (Thornton et al, 1997), un
neuropeptide anorexigene.

La leptine stimule I’utilisation du glucose au niveau des muscles, du tissu adipeux
brun mais pas dans le tissu adipeux blanc (Wang et al, 1999). Cette action spécifique sur le

métabolisme du glucose s’effectue via le systeme nerveux sympathique (Haque et al, 1999).
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La leptine est un modulateur positif de I’activité catécholaminergique du tissu adipeux
et en retour cette activation catécholaminergique module la sécrétion de la leptine. Une
injection intraveineuse de leptine augmente 1’activité de nerfs sympathiques, notamment au
niveau des fibres innervant le tissu adipeux brun (impliqué dans la thermogenese), les reins et
la glande surrénale (Haynes et al 1998, Dunbar et al, 1997). Par ailleurs, une injection
intracerebroventriculaire de leptine augmente ’activité sympathique dans le tissu adipeux
brun (Haynes et al, 1998). La libération de catécholamines suite & une injection de leptine se
fait sous le controle de I’hypothalamus ventromédian (Satoh et al, 1999). La leptine augmente
la lipolyse dans le tissu adipeux blanc et le tissu adipeux brun via I’activation du systéme
sympathique mais également via des mécanismes autocrines ou paracrines (Fruhbek et al,

1997).
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Figure 3. Rétrocontréle périphérique par les fibres sensorielles, la leptine et I’insuline
sur les centres régulateurs de la prise alimentaire et de la dépense énergétique (D’apres
Schwartz et al, 2000). ARC, noyau arqué; CCK, cholécystokinine ; LHA, hypothalamus
latéral ; NPY, neuropeptide Y ; PFA, aire périfornicale ; POMC, pro-opiomélanocortine ;
PVN, noyau hypothalamique paraventriculaire.
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I est intéressant de noter que 1’augmentation de 1’activité sympathique observée par
Haynes et al (1997) suite a une injection de leptine ne se traduit pas par une augmentation de
la pression artérielle. Sur des rats sympathectomisés, Lembo et al (2000) ont montré un effet
hypotenseur de la leptine par son action vasodilatatrice directe sur les vaisseaux.

La leptine joue un role régulateur sur la sécrétion de I’insuline (Cohen et al, 1996) et
sur la sensibilité périphérique a I’insuline. La leptine a une action périphérique directe sur
I’adipocyte de rat se traduisant par une diminution de leur sensibilit¢ a I’insuline et une
diminution du transport du glucose (Miiller et al, 1997). De plus des souris homozygotes pour
une mutation ob du geéne codant pour la synthése de la leptine, développent une résistance a
I’insuline et du diabéte de type 2 (Kahn et Flier, 2000). Toutefois il faut noter que ces études
réalisées in vitro sont en désaccord avec les études in vivo montrant qu’une injection

chronique de leptine améliore chez le rat la sensibilité a I’insuline (Sivitz et al, 1997).

La leptine intervient également dans la régulation d’autres systemes comme le systéme
reproducteur, le métabolisme osseux, le systéme immunitaire.

L’infertilit¢ des souris déficientes en leptine serait due a un manque d’hormones
hypothalamiques et hypophysaires. L’ importance du réle de la leptine dans la maturation du
systeme reproducteur est démontrée par la capacité¢ de la leptine a initier la puberté et
restaurer la fertilité chez des souris femelles ob/ob (déficientes en leptine) et d’accélérer la
puberté chez des souris sauvages (Ahima et al, 1997).

Des études in vitro ont montré que la leptine augmentait 1’apparition de nodules
osseux sur des cultures de cellules dérivées de moelles osseuses de rat (Iwaniec 1998). Ces
données confirment les études in vivo qui montrent que des souris ob/ob répondent a des
injections de leptine par une augmentation du nombre d’osteoblastes. Cette action sur le tissu
osseux se fait directement via les récepteurs a la leptine situés sur les ostéoclastes et les
ostéoblastes et indirectement par 1’action de la leptine sur 1’axe hypothalamo-hypophysaire
via la régulation de la libération d’hormone de croissance et de somatostatine (Quintela et
al, 1997). La leptine régule la formation osseuse également par I’intermédiaire du systéme
nerveux sympathique (Takeda et al, 2002).

Au niveau du systéeme immunitaire, 1’activation des récepteurs a la leptine sur les

cellules CD4" agit sur la production de lymphocytes T. Il existe une forte corrélation entre le

21 RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES



niveau de leptine plasmatique et le nombres de leucocytes chez les individus obéses (Wilson
et al, 1997).
La leptine stimule également 1’activité du systeme a corticolibérine (Schwartz et al,

1996) qui module I’activité de 1’axe hypophyso-corticosurrénalien en réponse a un stress.

1V. 1. F. Rythme circadien de la sécrétion de leptine

On observe une variation circadienne de la concentration plasmatique de leptine. Chez
la souris, la sécrétion de leptine est la plus faible 2 heures apres le début de la période
nocturne, ensuite on observe une augmentation commencant 6 heures aprés le début de la
période nocturne avec un pic au début de la période diurne. Ensuite, il y a une baisse
progressive au cours de la journée (Kalra et al, 1999). Saladin et al (1996) ont montré une
augmentation de la syntheése de I’ARNm de la leptine dans les adipocytes durant la période
nocturne chez la souris. Chez le rat, cette augmentation apparait plus rapidement au début de
la période nocturne pour décroitre progressivement (Xu et al, 1999). Ces augmentations de
sécrétion de la leptine sont corrélées avec la prise alimentaire et serviraient de signal a
I’hypothalamus afin de diminuer 1’appétit. Cette diminution de I’appétit se prolongerait durant

la période diurne (Kalra et al, 1999).

1IV. 1. G. Leptine et vieillissement

La concentration de leptine plasmatique est trés élevée chez des sujets obéses.
Cependant, 1’obésité persiste en dépit de ce taux ¢€levé de leptine qui devrait normalement
provoquer une perte de poids (Caro et al, 1996). 1l a été suggéré que 1’obésité aussi bien chez
I’homme que chez les animaux était associée a une résistance a la leptine (Caro et al, 1996,
Van Heek et al, 1997, Halaas et al,1997). Cette résistance a la leptine serait a la fois le résultat
d’une trop grande quantité de leptine circulante et également le résultat d’une suppression du
controle par la leptine de la quantit¢ d’ARNm du NPY dans I’hypothalamus (Scarpace et al,
2000). Des études menées au cours du vieillissement, sur des rats en restriction alimentaire
montrent que la résistance a la leptine pourrait étre due a I’effet de 1’age en soi et non a
I’exces de masse adipeuse (Gabriely et al, 2002). Les rats agés présentent une diminution de
la quantité¢ de récepteurs a la leptine au niveau de I’hypothalamus (Fernandez-Galaz et al,
2001) et présentent également une altération de la transduction du signal des récepteurs a la

leptine (Scarpace et al, 2001).
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Bien que la thérapie a 1’aide de la leptine soit efficace dans certaines formes
d’obésités, elle semble quand méme limitée par le grand nombre de degrés d’insensibilités a
la leptine observé dans les cas d’obésités humaines (Heymsfield et al, 1999). Ainsi, les
réponses a I’administration exogéne de leptine varient suivant si on a affaire a une obésité lic¢e
a une déficience en production de leptine ou alors a une résistance a la leptine. Suite aux
premiers essais mitigés de traitement de I’obésité par la leptine, d’autres études sont menées

avec seulement des fragments de la protéine (Gonzales et al, 1999).

IV. 2. L’insuline

1V. 2. A. Découverte

L’histoire de la découverte de I’insuline est surprenante, non pas tant par la démarche
scientifique qui a abouti a sa caractérisation que par les rebondissements liés a 1’attribution de
cette découverte.

P Langerhans décrit en 1869 1’anatomie du pancréas et la structure particuliére des
ilots. Vingt ans plus tard Minkowski et Von Mering parviennent a recréer un diabéte
expérimental chez le chien par pancréatectomie, ce qui va lier la découverte de ’insuline aux
études sur le diabéte. Au début du XX“™ siécle, différents types d’extraits de pancréas furent
injectés ou donnés a des patients diabétiques. Entre 1902 et 1904, Reenie et Fraser utilisent
des extraits de poissons, en 1906, Zuelzer tire du coma un diabétique avec des injections
d’extrait de pancréas, en 1920 Garin observe les effets hypoglycémiant d’un extrait de
pancréas chez ’homme. En 1923, le prix Nobel est attribu¢ a Banting et a Macleod pour la
découverte de I’insuline en 1921. Cet événement provoqua de nombreuses controverses. Tout
d’abord, concernant la participation effective de Macleod a cette découverte (ce dernier était
le directeur de Banting mais était absent lors des travaux expérimentaux). De plus, les
détracteurs de Banting, affirmérent qu’il s’était largement inspiré de travaux de Paulesco, un
chercheur roumain et qu’il avait participé a son discrédit scientifique pour s’attribuer a lui
seul la découverte. Macleod découvrant le « complot » aurait menacé Banting de dévoiler
I’affaire s’il ne lui concédait pas en partie la paternité de la découverte de I’insuline (« The
discovery of insulin » de Michael Bliss, 1982).

En 1955 Sanger décrit la structure biochimique de ’insuline, il recevra le prix Nobel
en 1956. La découverte du principe de transpeptidation permet en 1978 d’obtenir de I’insuline

humaine a partir de I’insuline porcine (qui ne différent que d’un acide aming¢). Des 1980, de
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I’insuline humaine sera produite par génie génétique, suite a ’insertion dans un plasmide

bactérien de la séquence d’ADN codant pour I’insuline humaine.

1V. 2. B. La protéine

L’insuline est une protéine de 51 acides aminés d’un poids moléculaire de 5734 Da.
Elle est constituée de 2 chaines : la chaine A de 21 acides aminés et la chaine B de 30 acides
aminés (Figure 4). Elle posséde une bonne homologie d’enchainement des acides aminés
entre les différentes espéces animales (un seul acide aminé de différence entre I’insuline
humaine et I’insuline porcine, 3 avec I’insuline bovine).

L’insuline est synthétisée au niveau des cellules B des ilots de Langerhans dans le
pancréas. L’ARNm de I’insuline est traduit en pré-proinsuline qui est clivée en proinsuline
dans le réticulum endoplasmique granuleux. Cette proinsuline est convertie dans 1’appareil de

Golgi en peptide C et en insuline qui est stockée dans des granules de sécrétion.

Chaine A

Chaine B

Figure 4. Structure de ’insuline.
La molécule est constituée de deux chaines respectivement de 21 et 30 acides aminés
respectivement reliées entre elles par des liaisons bisulfures.
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1IV. 2. C. Le récepteur a l'insuline

Le récepteur a D’insuline présent sur la plupart des cellules est constitué¢ de
I’assemblage de 2 chalnes o (enticrement extracellulaires) et de 2 chaines J3
(transmembranaires). Chez I’homme, il existe deux isoformes du récepteur a l’insuline,
INSRA (forme courte, présente essentiellement dans le cerveau et les cellules circulantes) et
INSRB (forme longue, présente essentiellement dans le foie) (Seino et al, 1989). Les
éventuelles différences d’affinité pour I’insuline et ses récepteurs restent encore discutées
(Whittaker J et al, 2002). Suite a la fixation de I’insuline sur son récepteur, il y a activation de

la tyrosine-kinase qui va relayer 1’action biologique de I’insuline au niveau intracellulaire.

1V. 2. D. Régulation de la synthese et de la libération d’insuline

L’¢lément majeur de régulation de la sécrétion de I’insuline est le glucose.

I1 existe au niveau des cellules  des transporteurs au glucose GLUT-2 qui permettent
d’atteindre de maniere trés rapide un équilibre de concentration en glucose entre le milieu
intra- et extracellulaire (Guillam et al, 2000). Le glucose entrant dans la cellule B va
augmenter la réaction de glycolyse et le changement du degré d’oxydoréduction de certains
composés cellulaires va engendrer la fermeture des canaux K° ATP dépendant et 1’entrée
massive de Ca>" provoquant ainsi I’exocytose de I’insuline (Matschinsky, 1990). Par ailleurs,
le glucose a une action directe sur certains phospholipides membranaires, ce qui permet la
libération du Ca®" contenu dans le réticulum endoplasmique granuleux. De maniére plus
tardive (apres 6 minutes), il y a activation de la kinase C qui déclenche la sécrétion d’insuline.

La demi-vie de I'insuline dans le sang est de 3 a 4 minutes. Elle circule sous forme
libre. A chaque passage vasculaire, le foie catabolise environ 50% de I’insuline circulante.
D’autres tissus catabolisent I’insuline : le rein (30 a 40%), le pancréas, les testicules et le

placenta (chez la femme enceinte).

1IV. 2. E. Roles de ['insuline

D’une manicre générale, ’insuline augmente 1’utilisation du glucose et diminue sa
production.

Tout d’abord, I’insuline agit sur les transporteurs du glucose, afin de faciliter ’entrée
du glucose dans les cellules.

Le foie est le principal site d’action de Dl’insuline. Le glucose pénétre dans les

hépatocytes via le transporteur du glucose GLUT-2. La glucokinase transforme le glucose en
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glucose-6-phosphate qui peut soit suivre la glycolyse soit étre transformé en glycogéne grace
a la glycogeéne synthétase. L’insuline provoque la diminution de la quantité de glucose au
niveau de I’hépatocyte en activant ces deux enzymes (Matschinsky, 1990). Par ailleurs
I’insuline inhibe la glycogénolyse ainsi que la néoglucogenese en jouant sur les enzymes clés
de ces réactions (Pugazhenthi et Khandelwal, 1995) (Figure 5). Le foie devient ainsi un

organe capteur du glucose.
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Figure 5. Action de I’insuline sur le métabolisme du glucose dans les
hépatocytes
Enzymes activées par I’insuline

| Phosphoénolpyruvate carboxy-kinase

Au niveau du muscle, le glucose pénétre dans la cellule grace a un transporteur
GLUT-4 insulino-dépendant (Zisman et al, 2000). L’insuline va ensuite stimuler la

glycogénolyse et en moindre mesure la glycolyse.

Comme dans le muscle, le glucose pénetre (mais en moins grande quantit¢) dans les
adipocytes grace au transporteur GLUT-4, ensuite il peut étre soit oxydé soit étre stocké sous
forme de triglycérides, par activation de la synthése d’acyl coenzyme A et de la synthése d’o-
glycérophosphate (Figure 6). De plus elle favorise I’entrée dans les adipocytes des acides gras

circulant en activant la lipoprotéine lipase (Kern et al, 1985, Pradines-Figueres et al, 1988).
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Figure 6. Action de I’insuline sur le métabolisme du glucose au niveau des adipocytes
Enzymes activées par I’insuline
Enzymes inhibées par 1’insuline

Dans le cerveau, le glucose passe la barriere hématoencéphalique par I’intermédiaire
du transporteur GLUT-1 mais ce transfert semble indépendant de 1’insuline (Hasselbalch et al,
1999). L’insuline intervient directement au niveau du systéme nerveux central dans la
régulation de la balance énergétique. Une injection d’insuline au niveau central, engendre une
baisse de la prise alimentaire et une augmentation de la dépense énergétique (Woods et al,
1979). Récemment, Obici et al (2002) ont rendu des rats hyperphagiques en injectant au
niveau central des anti-sens dirigés contre 1’expression des récepteurs a ’insuline. L’insuline
inhibe D’expression de ’ARNm du NPY, un neuropeptide orexigéne, dans 1’hypothalamus

(Schwartz et al, 1992).

27 RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES



Mais, si les principaux organes cibles de 1’insuline sont le foie, le tissu adipeux et les
muscles il existe des récepteurs a I’insuline sur la plupart des tissus : hématies, lymphocytes,

fibroblastes, tissu placentaire, cellules tubulaires rénales (Desoye et al, 1994).
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V. PRINCIPALES STRUCTURES DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL
IMPLIQUEES DANS LA REGULATION DE LA BALANCE ENERGETIQUE

La prise alimentaire est tributaire de deux sensations, la faim qui conduit a la prise
alimentaire et la satiété qui détermine la fin de la prise alimentaire. Ces deux sensations sont

trés finement régulées au niveau du systéme nerveux central.

Les noyaux hypothalamiques sont les principales structures centrales impliquées

dans la régulation de la prise alimentaire.

De nombreuses études expérimentales de lésions ont mis en évidence le rdle
prépondérant des noyaux hypothalamiques dans la régulation de la prise alimentaire. A
I’exception d’une Iésion de 1’hypothalamus latéral qui provoque une hypophagie (Powley et
al, 1970, De Luca et al, 1987), une I¢ésion des noyaux arqué, ventromédian, dorsomédian ou
paraventriculaire engendre une augmentation de la prise alimentaire (Hetherington et Ranson,
1940, Poon et Cameron, 1978, Tanaka et al, 1978, Meister et al, 1989). L’hypothalamus est
subdivisé en pres de 40 noyaux. Les six noyaux décrits ci-aprés sont ceux les plus impliqués
dans le contrdle de la prise alimentaire (Figure 7).

Les structures telencéphaliques comme le noyau accumbens, 1’hippocampe ou le
cortex préfrontal interviennent dans le controle du comportement alimentaire mais plus par
leur réle dans la notion de plaisir et dans la mémorisation des sensations associées a

I’alimentation.

Le noyau arqué

Il est situé a la base de I’hypothalamus en dessous du noyau hypothalamique
ventromédian. Sa position est stratégique du fait de 1’absence de barriére hématoencéphalique
a son niveau, il est en relation directe avec les signaux périphériques comme la leptine,
I’insuline, le glucose et les glucocorticoides. Il contient une grande densit¢ de neurones
produisant des peptides orexigeénes, tels que le neuropeptide Y (NPY) (Chronwall, 1985), la
galanine (Merchenthaler et al, 1993), la pro-opiomelanocortine (POMC), la B-endorphine
(Khachaturian et al, 1985), des acides aminés avec le glutamate et 1’acide y-aminobutirique
(GABA) stimulant également la prise alimentaire (Meister et Hokfelt, 1988). On trouve

¢galement dans le noyau arqué des cellules produisant la protéine Agouti qui est un
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antagoniste des récepteurs de la mélanocortine (MC3-R et MC4-R), une molécule

anorexigéne (Kieffer et al, 1998).

Le noyau hypothalamique ventromédian

Jusqu’a présent la synthése de signaux orexigeénes ou anorexigenes n’a pas ¢té mise en
¢vidence dans le noyau hypothalamique ventromédian. Cependant les expériences de
stimulation de ce noyau a I’aide de NPY ou de galanine (Stanley et al, 1985, Kyrkouli et al,
1990) stimulent la prise alimentaire alors que I’injection de leptine dans ce noyaux inhibe la
prise alimentaire (Jacob et al, 1997). Le noyau hypothalamique ventromédian recoit des
afférences de nombreux autres noyaux hypothalamiques et émet de nombreuses efférences
vers ces noyaux hypothalamiques impliqués dans la régulation de la prise alimentaire. De plus

il émet des efférences vers les noyaux préganglioniques du systéme nerveux autonome.

L’hypothalamus latéral
Ce noyau hypothalamique regoit et émet un grand nombre de projections dans
I’ensemble du cerveau. On trouve dans 1’hypothalamus latéral des neurones glucosensibles.
L’hypothalamus latéral est considéré comme un centre de la faim plutdét qu’un centre de la
satiété. En effet une 1ésion de ce noyau engendre une perte de I’appétit avec une diminution
de poids (Powley et Keesey, 1970, De Luca et al, 1987). L’orexine, I’hormone melanin-
concentrating (MCH), des peptides orexigenes, sont synthétisés au niveau de 1’hypothalamus

latéral.

Le noyau hypothalamique dorsomédian
Ce noyau regoit essentiellement des efférences NPY du noyau arqué (Bai et al, 1985).
Il possede également des corps cellulaires synthétisant du NPY. Dans les modéles d’obésité,
I’expression de NPY est augmentée dans ce noyau (Kesterson et al, 1997). Par ailleurs, on
retrouve dans le noyau dorsomédian des récepteurs de la leptine et des récepteurs de la

cholecystokinine.

Le noyau paraventriculaire
L’injection dans ce noyau de nombreuses molécules orexigenes stimule la prise
alimentaire, ce qui implique I’existence, dans ce noyau, de 1I’ensemble des récepteurs pour ces
molécules (Kalra et al, 1999). Le noyau du tractus solitaire dans le tronc cérébral recoit de

nombreuses afférences viscérales et projette ensuite sur le noyau paraventriculaire. Le noyau
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paraventriculaire est en étroite relation avec le noyau arqué, et il est le seul noyau
hypothalamique dans lequel la quantité de NPY (un neuropeptide orexigéne) est augmentée
dans la période précédent la reprise alimentaire apres le jeline (Kalra et al, 1991). Le noyau
paraventriculaire émet des projections sur les neurones produisant [’ocytocine, la
vasopressine, la corticolibérine (CRH) et la tyroxine releasing hormone (TRH). De plus le
noyau paraventriculaire posséde des efférences sur les centres bulbopontiques contrdlant

I’innervation sympathique et parasympathique.

Le noyau suprachiasmatique
La prise alimentaire est liée a la photopériode. Le noyau suprachiasmatique, considéré comme
une horloge biologique interne, sensible a la photopériode, exerce une influence inhibitrice

sur la prise alimentaire (Kalra et al, 1999).

Figure 7. Localisation anatomique sur deux coupes frontales de cerveau de rat, des
principaux noyaux hypothalamiques impliqués dans le contréle de la balance
énérgétique (D’apres Schwartz et al, 2000). ARC, noyau arqué ; DMN, noyau dorsomédian ;
LHA, hypothalamus latéral ; PVN, noyau paraventriculaire ; VMN, noyau hypothalamique
ventromédian.
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Comme résumé sur la figure 8, ces noyaux hypothalamiques interviennent
également dans le contrile de l’innervation sympathique des organes impliqués dans le

métabolisme énergétique.

De nombreux modeles de stimulations électriques ou chimiques, ou de 1ésions ont été
développés afin de déterminer I’implication de ces noyaux hypothalamiques dans la
régulation de la dépense énergétique.

Au niveau du tissu adipeux brun, ces différentes modifications hypothalamiques ont
permis de mettre en évidence le réle de certains noyaux dans le contrdle de I’innervation
sympathique (Niijima et al, 1984, Saito et al, 1989, Yoshimatsu et al, 1993). De plus une
injection de leptine dans [’hypothalamus ventromédian stimule le systéme nerveux
sympathique avec une augmentation de la concentration plasmatique d’adrénaline et de
noradrénaline (Satoh et al, 1999).

A D’aide de la technique de rétromarquage viral, il a été possible de déterminer plus
précisément les structures centrales a 1’origine de I’innervation sympathique du tissu adipeux
brun. Un traceur viral capable de remonter les fibres nerveuses est injecté dans le tissu
adipeux brun, ensuite 1’animal est sacrifi¢ a différents jours apres 1’injection et un marquage
immunologique permet de déterminer les zones contenant le virus. Bamshad et al (1999) ont
ainsi pu montrer que les deux principales structures hypothalamiques contenant le virus 6
jours apres l’injection sont le noyau paraventriculaire et I’aire préoptique médiane. Il est
interessant de noter que dans le tronc cérébral ce sont le noyau du tractus solitaire, les raphés
obscursus et pallidus, les noyaux noradrénergique A5, paragigantocellulaire latéral,
rostroventrolatéral et adrénergique C1. Cependant contrairement aux nombreuses expériences
de lésion ou de stimulation qui montrent une implication importante du noyaux
hypothalamique ventromédian, Bamshad et al (1999), trouvent peu de rétromarquage dans ce
noyau.

De la méme manicre, Bamshad et al (1998), montrent que le noyaux paraventriculaire
et 1’aire préoptique médiane sont a 1’origine de 1’innervation sympathique du tissu adipeux
blanc.

Une stimulation de I’hypothalamus ventromédian ou du noyau paraventriculaire est
responsable d’une augmentation de la glycogenolyse hépathique essentiellement via I’action

du nerf hépathique (Yoshimatsu et al, 1988, Honmura et al, 1992 et Takahashi et al, 1997). A
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I’aide d’un rétromarquage, il a ét¢é montré que le noyau paraventriculaire et le noyau
suprachiasmatique étaient a 1’origine du contréle de I’innervation sympathique du foie (La
Fleur et al, 2000). Le noyau paraventriculaire est également impliqué avec le noyau
hypothalamique latéral et le noyau suprachiasmatique dans le contréle de 1’innervation

sympathique du pancréas (Buijs et al, 2001).
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Figure 8. Interrelations entres les différentes structures du systéme nerveux central régulant
I’innervation sympathique des organes impliqués dans le métabolisme énergétique

(Berthoud, 2003).
5-HT, sérotonine,; A5, noyau noradrénergique,; ARC, noyau arqué; DMN, noyau

dorsomédian ; GAL, galanine; LHA, aire hypothalamique latérale; LPB/KF, noyau
parabrachial latéral/ noyau Koelliker-Fuse ; NA, noradrénaline; NPY, neuropeptide Y
NTS, noyvau du tractus solitaire; PVN, noyau paraventriculaire,; VLM, medulla

ventrolatérale ; VMN, noyau hypothalamique ventromédian.
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VI. IMPORTANCE DES MONOAMINES DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL
DANS LA REGULATION DE LA BALANCE ENERGETIQUE

VI. 1. Les monoamines

VL 1. A. Les catécholamines

Métabolisme (Figure 9)

La chaine de synthése des catécholamines fait intervenir quatre enzymes qui apres
avoir été synthétisées dans les corps cellulaires sont transportées jusqu’aux terminaisons
axonales. Par ailleurs, il existe également un transport axonal de I’ARNm de ces enzymes.

La tyrosine hydroxylase est la premic¢re enzyme intervenant dans la synthese des
catécholamine. C’est une enzyme limitante (Natgatsu et al, 1969) et semble, de ce fait, la plus
régulée (Kumer et Vrana, 1996). Elle permet I’hydroxylation de la tyrosine en 3,4-
dihydroxyphénylalanine (L-DOPA). La tyrosine hydroxylase est spécifique des cellules
catécholaminergiques dans le systétme nerveux central et périphérique, des cellules
chromaffines de la glande medullo-surrénale, des cellules SIF ganglionnaires et des cellules
glomiques des corps carotidiens. La tyrosine hydroxylase est soumise a deux mécanismes de
régulation : une régulation a court terme, au niveau de ’activité spécifique de 1’enzyme
(phosphorylation, rétroncontréle inhibiteur par les produits de synthése, modification de la
configuration de 1’enzyme) et une régulation a long terme au niveau de 1’expression de la
protéine.

La L-DOPA est décarboxylée en dopamine par la L-amino-acide aromatique
décarboxylase, une enzyme non-spécifique des neurones catécholaminergiques. Cette étape
n’est pas limitante.

La dopamine est ensuite transformée en noradrénaline par la dopamine B-hydroxylase
(DBH) qui est une enzyme spécifique des cellules noradrénergiques.

La phényléthanolamine N-transférase (PNMT) est 1’enzyme qui catalyse la
méthylation de la noradrénaline en adrénaline. Elle est présente dans les neurones
adrénergiques centraux et dans les cellules chromaffines de la glande medullo-surrénale.
L’activité de la PNMT est inhibée par un retrocontrole de ses produits et activée notamment

par les glucocorticoides qui ont une action aussi sur la transcription de la PNMT.
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Figure 9. Biosynthése des catécholamines

Les récepteurs adrénergiques

La noradrénaline et 1’adrénaline exercent leur role par I’intermédiaire de différents
types de récepteurs divisés en deux groupes, les o et les 3, subdivisés en plusieurs sous-
variétés identifiées en fonction de leurs propriétés physiologiques et leurs différentes
localisations. Schématiquement, dans le systéme nerveux central, les récepteurs o; sont

postsynaptiques alors que les o, sont essentiellement présynaptiques. Les récepteurs [3; sont
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localisés sur les neurones tandis que les P, sont localisés sur les cellules gliales. Les
récepteurs ; sont majoritaires dans le cceur (70 a 80% des récepteurs ) alors que les
récepteurs > sont majoritaires au niveau des vaisseaux, des poumons et des muscles
squelettiques. Les B3 sont essentiellement localisés dans le tissu adipeux brun et également au
niveau du cceur chez ’homme.

Il existe également six types de récepteurs de la dopamine répartis en deux familles,
les récepteurs D1 qui sont postsynaptiques et les récepteurs D2 qui sont présynaptiques. On
retrouve les récepteurs D1 et D2 dans les reins, les poumons, les artéres, les lymphocytes
(Amenta et al, 2002) dans le tissu adipeux (Nisoli et al, 1992) et bien sur au niveau du

systéme nerveux central.

Les groupes cellulaires catécholaminergiques bulbopontiques (Figures 10 et 11)

Le tronc cérébral contient différents groupes cellulaires catécholaminergiques qui
peuvent é&tre mixtes, adrénergiques/noradrénergiques (A1C1, A2C2) ou simplement
noradrénergiques (AS, A6 et A7) ou adrénergiques (C3).

Le groupe cellulaire AICI est situé dans la partie caudale du bulbe ventrolatéral, il
s’étend de 1’axe rostro-caudal de la bordure de la moelle épiniére a la partie caudale du noyau
facial. C’est le groupe cellulaire catécholaminergique le plus caudal du tronc cérébral. Le
groupe adrénergique CI est constitu¢ d’environ 700 neurones qui représentent 70% du
nombre total de neurones adrénergiques centraux (Howe et al, 1980)

Le groupe cellulaire A2C2. Ce groupe cellulaire est localis¢ anatomiquement au
niveau du noyau du tractus solitaire. Les neurones adrénergiques du groupe C2 représentent
10% du nombre total des neurones adrénergiques centraux (Howe et al, 1980).

Le groupe cellulaire C3 représente 10% du nombre total des neurones adrénergiques
centraux. Il est situé entre le raphé dorsal et les axones bulbaires de la IX®™ paire de nerf
craniens (Howe et al, 1980).

Le groupe cellulaire A5 est situé ventro-latéralement entre 1’olive supérieure et la
racine mésencéphalique de la VIIéme paire de nerfs craniens.

Le locus coeruleus regroupe le groupe cellulaire A4 et surtout le groupe A6 qui est la
plus importante structure noradrénergique du cerveau avec 1500 neurones chez le rat. De par
son grand nombre d’afférences et de projections dans 1’ensemble du cerveau, le locus

coeruleus est la « plaque tournante » du systéme nerveux central, impliquée dans la régulation
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de nombreuses fonctions telles que le controle cardiovasculaire, les rythmes veille/sommeil et
le sommeil paradoxal.

Le groupe A7 est le groupe noradrénergique pontique le plus rostral. Il est constitué de
trois noyaux : le noyau subcoeruleus, le noyau de Koélliker-Fuse, le noyau parabrachial ventral
et latéral. Le groupe A7 a surtout été ¢tudi¢ dans le cadre de la nociception (Nuseir et

Proudfit, 2000).

Les projections noradrénergiques (Figures 10 et 11)

Les projections noradrénergiques ascendantes suivent le faisceau tegmental, constitué
d’un faisceau ventral et d’un faisceau dorsal, et le systéme périventriculaire ventral et dorsal.

Le faisceau tegmental ventral constitué¢ des fibres originaires des groupes bulbaires Al
et A2 ainsi que des groupes pontiques A5 et A7. Il permet I’innervation noradrénergique de
I’hypothalamus, du thalamus et des régions pré-optiques et septale. Les projections issues du
groupe pontique A6 suivent principalement le faisceau tegmental dorsal. Il innerve les noyaux
thalamiques, ainsi que toutes les régions corticales comme le néocortex, 1’hippocampe et
I’amygdale (Moore et Bloom, 1979).

Le systeme périventriculaire ventral et dorsal est constitué de fibres longeant la
substance grise périventriculaire et périaqueducale. Il achemine les fibres noradrénergiques en
provenance de A2 et de A6. Il innerve les noyaux hypothalamiques, le noyau tegmental
ventral, les tubercules quadrijumeaux, le raph¢é dorsal, les régions thalamiques.

Les projections noradrénergiques descendantes qui aboutissent dans la moelle

épiniére sont issues des trois groupes pontiques A5, A6 et A7.
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Figure 10. Localisation des groupes cellulaires noradrénergiques Al, A2, AS et A7 et
leurs principales projections.

BF, cerveau antérieur basal; BS, noyaux du tronc cérébral; CER, cervellet; HF,
hippocampe ; HYP, hypothalamus ; SC, moelle épiniére ; SOD, décussation supraoptique ;
TH, thalamus.

Figure 11. Localisation du groupe noradrénergique A6 et ces principales projections.

BF, cerveau antérieur basal ; BS, noyaux du tronc cérébral ; CC, corps calleux ; CER,
cervellet ; FRX, cortex frontal ; HF, hippocampe ; HYP, hypothalamus ; NCX, neocortex ;
OB, bulbe olfactif ; SC, moelle épiniere ; SOD, décussation supraoptique ; TH, thalamus.

VI 1. B. la sérotonine
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VLI 1. B. La sérotonine

Métabolisme (Figure 12)

Biosynthese

La sérotonine est synthétisée en deux étapes a partir du tryptophane, un acide aminé
essentiel :

-Hydroxylation du tryptophane en 5-hydroxytryptophane par la tryptophane
hydroxylase, une enzyme spécifique des neurones sérotoninergiques. Cette premicre étape est
limitante.

-Décarboxylation du S5-hydroxytryptophane en sérotonine par une enzyme non-
spécifique des neurones sérotoninergiques, la L-amino-acide aromatique décarboxylase. Cette

étape n’est pas limitante.

Dégradation

L’inactivation enzymatique de la sérotonine est réalisée par sa désamination oxydative
en deux étapes. La sérotonine est tout d’abord transformée en 5-hydroxyindol acétaldéhyde
par les monoamines oxydases, une enzyme associée a la membrane externe des
mitochondries. Le 5-hydroxyindol acétaldéhyde, tres labile, est rapidement converti en deux
dérivés plus stables : 1’acide 5-hydroxyindolacétique (5-HIAA) de fagon irréversible et en 5-
hydroxytryptophol, de fagon réversible.

En conditions normales, le 5-HIAA constitue le catabolite majeur de la sérotonine. Il
est ¢liminé du cerveau par un mécanisme actif principalement au niveau du plexus choroidien
(groupe cellulaire de la paroi des ventricules latéraux qui secrétent le liquide céphalo-
rachidien).

A cette voie métabolique prédominante, il faut ajouter la formation d’autres composés
synthétisés a partir du tryptophane : tryptamine, N-acétylsérotonine, mélatonine, bufoténine.
Leur synthese est liée a la spécialisation de certains types cellulaires comme la glande pinéale

qui produit la mélatonine.
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Figure 12. Biosynthése de la sérotonine a partir du tryptophane et sa
dégradation en acide S5-hydroxyindolamine

Les noyaux sérotoninergiques (Figure 13)

Seule une fraction minime (1 a 2%) de la sérotonine de I’organisme est présente dans
le cerveau. La majorité de la sérotonine est contenue dans les plaquettes sanguines et dans la
muqueuse intestinale. Comme la sérotonine n’est pas capable de passer la barriere hémato-
encéphalique, il est apparu qu’il existait dans le cerveau des cellules capables de synthétiser

de la sérotonine.
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La neuroanatomie des groupes cellulaires sérotoninergiques a été définie par
Dahlstrom et Fuxe (1964). Les corps cellulaires sérotoninergiques sont situés dans le tronc
cérébrale au niveau des noyaux du raph¢é et sont numérotés de B1 a B9 dans un ordre caudo-

rostral.

Le raphé dorsalis (groupes sérotoninergiques B6, B7) est situé en avant du 4™
ventricule, sous I’aqueduc central. C’est la structure du systéme nerveux central qui contient
le plus grand nombre de corps cellulaires sérotoninergiques (environ la moiti¢ des neurones
sérotoninergiques du cerveau). On trouve dans le raphé dorsalis environ 48% de cellules
sérotoninergiques.  Certains neurones du raphé dorsalis contiennent d’autre
neurotransmetteurs tels que la noradrénaline, I’acide y-amino-butirique (GABA) ou des

neuropeptides tels que les enképhalines ou la substance P.

Le raphé médian (groupe sérotoninergique B5, B8) est situé plus rostralement et de
manic¢re centrale sous le raphé dorsalis. 11 contient une minorit¢ de neurones
sérotoninergiques.

Ces deux raphés projettent essentiellement vers le diencéphale et le telencéphale. Le
cortex, le striatum, 1’hypothalamus, recoivent des afférences du raphé dorsalis et du raphé
médian. Le noyau du tractus solitaire ainsi que le locus coeruleus recoivent des afférences du

raph¢ dorsalis.

Le raphé pontique (Groupe sérotoninergiqe B4), le raphé magnus (Groupes
sérotoninergiques B2 et B3), le raphé obscurcus (Groupe sérotoninergique B2) et le raphé
pallidus (groupe sérotoninergique Bl) situés plus caudalement émettent des projections

essentiellement vers le tronc et la moelle épinicre.
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Figure 13. Localisation des groupes cellulaires sérotoninergiques (Bl a B9) et
représentation de leurs principales projections.

bo, bulbe olfactif; cer, cervelet ; cpu, noyau caudé putamen ; cx, cortex ; h, hippocampe ;
hyp, hypothalamus.

Les récepteurs a la sérotonine

La classification des récepteurs sérotoninergiques basée sur leurs caractéristiques
fonctionnelles (pharmacologiques), transductionnelles (couplage du récepteur), et structurales
a permis de déterminer 7 classes

Les récepteurs de la classe 1 qui comprend cing sous-types (A, B, C, D, E, F) sont
couplés aux protéines G et ils sont préférentiellement couplés a I’inhibition de 1’adényl
cyclase. Ils ont une forte affinité pour la sérotonine.

Les récepteurs de la classe 2 sont au nombre de trois (A, B, C). IlIs sont é¢galement
couplés aux protéines G, cependant, ils stimulent le métabolisme des phosphatidyl-inositols
par I’intermédiaire de la phospholipase C.

Les récepteurs de la classe 3 sont couplés a des canaux ioniques permettant le passage
de ligands. Ils sont situés essentiellement au niveau périphérique ou ils transmettent 1’effet
excitateur de la sérotonine.

Les récepteurs de la classe 4 induisent la formation d’AMPc.
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VI. 2. Role des monoamines du systéme nerveux central dans la régulation du

métabolisme énergetique

Concernant la régulation du métabolisme glucidique, différents neurotransmetteurs
interviennent au niveau de 1’hypothalamus parmi lesquels les monoamines jouent un role
important (Nonogaki et Iguchi, 1997).

L’action de la sérotonine au niveau hypothalamique sur le métabolisme glucidique est
discutée. En effet, une injection intrahypothalamique de sérotonine n’a pas d’effet sur la
glycémie, I’insulinémie et la concentration plasmatique de glucagon (Shimazu et Ishikawa,
1981). Des ¢études pharmacologiques effectuées a 1’aide d’inhibiteurs de la recapture de la
sérotonine ont montré une augmentation de la glycémie, mais cet effet s’effectuerait via
I’activation de neurones noradrénergiques hypothalamiques (Nonogaki et Iguchi, 1997). Une
infusion de noradrénaline et de sérotonine dans I’hypothalamus ventromédian pendant cinq
semaines provoque un dysfonctionnement de la sécrétion d’insuline par le pancréas (Liang et
al, 1999). Une injection chronique de noradrénaline dans 1’hypothalamus ventromédian de
rats entraine une augmentation de 1’insulinémie ainsi que la libération de glucagon (Cincotta
et al, 2000). La noradrénaline au niveau hypothalamique va directement induire une
augmentation de la libération de glucose par le foie et induire indirectement (via le
déclenchement de la libération d’adrénaline par la glande médullosurrénale) une inhibition de
la libération d’insuline par le pancréas (Smythe et al, 1989).

Une infusion de noradrénaline dans le noyau paraventriculaire chez le rat engendre
une diminution de la dépense énergétique (Siviy et al, 1989). Ceci est cohérent avec les études
montrant une diminution de ’activité noradrénergique dans le noyau paraventriculaire chez
des rats obéses Zucker (Pacak et al, 1995).

La noradrénaline ou la sérotonine dans les noyaux hypothalamiques ventromédian et
paraventriculaire controlent 1’activité sympathique du tissu adipeux brun (Sakaguchi et al,
1989). Chez le rat, soumis a un stress (nage en eau froide), Gotoh et al (1992) observent une
augmentation de I’activit¢ noradrénergique dans I’hypothalamus et dans le tissu adipeux
bruns. Une stimulation du raphé dorsalis, la principale structure sérotoninergique centrale,
provoque une augmentation de la température et de la thermogenese dans le tissu adipeux
brun (Dib et al, 1994). Une altération de la transmission sérotoninergique entre le raphé
dorsalis et I’hypothalamus ventromédian a €té observée chez les rats obeses Zucker (De Fanti

et al, 2000). De plus, chez ces rats, une infusion chronique de noradrénaline au niveau de
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I’hypothalamus ventromédian augmente 1’activité lipogénique et lypolitique dans les

adipocytes (Cincotta et al, 2000).

VI. 3. Role des monoamines du systéme nerveux central dans la régulation de la prise

alimentaire

L’arsenal de molécules agissant sur le métabolisme monoaminergique utilisées par
I’industrie pharmaceutique (amphétamine, manzidol, phentamine, phenilpropanolamine,
fenfluramine, d-fenfluramine, sibutramine...) pour supprimer la prise alimentaire atteste de
I’importance des monoamines dans la régulation de 1’appétit.

L’effet stimulateur de la noradrénaline sur la prise alimentaire est connu depuis les
expériences d’injections intrahypothalamique de noradrénaline chez le rat par Grossman en
1960. Les afférences noradrénergiques de 1’hypothalamus ont pour origine essentiellement le
groupe cellulaire bulbo-pontique A2C2 et secondairement le locus coeruleus (A6, principal
groupe cellulaire noradrénergique central) (Palkovits, 1981, Luiten et al, 1987). Le groupe
catécholaminergique A2C2 fait partie du noyau du tractus solitaire situé a proximité de 1’area
postrema qui possede une barricre hémato-encéphalique «lache ». L’area postrema est
sensible aux constituants métaboliques et a certaines hormones plasmatiques (Adachi et al,
1991). Par ailleurs, le noyau du tractus solitaire sert de relais entre les afférences
périphériques et I’hypothalamus et sert ¢galement de relais entre les centres et le systeme
nerveux sympathique (Luiten et al, 1987).

Une microinjection de noradrénaline dans le noyau paraventriculaire (Hajnal et al,
1997) ou dans le noyau ventromédian (Shimazu et al, 1986) engendre une hyperphagie. Dans
I’hypothalamus paraventriculaire, la noradrénaline active la prise alimentaire par son action
sur les récepteurs a, (Leibowitz, 1988) alors qu’elle a un effet inhibiteur sur la prise
alimentaire par son action sur les récepteurs o (Wellman et Davies, 1991). L’action
d’appétence de la noradrénaline dépend notamment de la corticostérone circulante ou de la
glycémie qui toutes deux permettent une surexpression des récepteurs o, par rapport aux
récepteurs o (Leibowitz, 1988).

La leptine contrdle les afférences catécholaminergiques de hypothalamus. En effet, des
récepteurs a la leptine ont été localisés sur 1’ensemble des noyaux catécholaminergiques
bulbo-pontiques (Hay-Schmidt et al, 2001). Par ailleurs, la noradrénaline stimulerait

I’expression de NPY, un neuropeptide orexigene, dans 1’hypothalamus (Wellman, 2000).
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Une augmentation de la quantit¢ de dopamine dans le noyau hypothalamique
ventromédian est associée avec la prise alimentaire. La dopamine provoque le début de la
prise alimentaire et régule le nombre de repas. Chez les rats Zucker, la libération de dopamine
est plus importante dans le noyau ventromédian, ce qui conduit a une augmentation de la prise
alimentaire (Meguid et al, 2000). Chez ces rats obeses, on observe ¢galement une
modification de la quantité de récepteurs D1 et D2 dans le noyau ventromédian, dans le noyau
paraventriculaire et dans I’hypothalamus antérieur (Fetissov et al, 2002). Mais la dopamine
exerce aussi un effet inhibiteur sur la prise alimentaire mais de maniere indirecte. En effet,
son action anorexigene est le résultat d’une interaction avec les centres dopaminergiques
telencéphaliques impliqués dans la sensation de plaisir et de satiét¢ (Halford et Blundel,
2000).

L’adrénaline semble avoir un effet inhibiteur limité sur la régulation de la prise
alimentaire (Leibowitz, 1988).

Une injection de sérotonine au niveau de différents noyaux hypothalamiques, le
noyau ventromédian, le noyau paraventriculaire, le noyau dorsomédian ou le noyau
suprachiasmatique, diminue la prise alimentaire (Leibowitz et Alexander, 1998) notamment
en inhibant I’action orexigéne du NPY (Currie et al, 2002). On trouve une augmentation de la
concentration de sérotonine dans I’hypothalamus juste avant et pendant le repas (Schwartz et
al, 1990, Orosco et Nicolaidis, 1992). Les afférences sérotoninergiques de 1’hypothalamus ont
pour origine le raphé dorsalis, le raphé¢ médian et le lemniscus médian (Willoughby et
Blessing, 1987). Il existe plus de 14 sous-types de récepteurs de la sérotonine. C’est
I’activation des récepteurs 5-HT;a, 5-HT g et 5-HT,c qui aurait le plus d’effet sur la prise
alimentaire (Halford et Blundell, 2000).

La sérotonine influence le profil temporel de la prise alimentaire en diminuant la durée
et la fréquence des repas (Leibowitz et Alexander, 1998). Elle joue également sur la sélection
des macronutriments. Une injection de sérotonine ou de ses agonistes au niveau central, sans
modifier la prise alimentaire en protéine, inhibe la préférence pour les glucides et les lipides
selon les protocoles expérimentaux (Currie, 1993, Weiss et al, 1990).

Des relations ont été établies entre le métabolisme sérotoninergique et la leptine. Tout
d’abord, au niveau hypothalamique les récepteurs a la leptine et a la sérotonine sont exprimés
dans les mémes noyaux (ventromédian, paraventriculaire, arqué). En outre, dans le raphe
dorsalis, la leptine se fixe sur les cellules sérotoninergiques (Fernandez-Galaz et al, 2002) et
des récepteurs de la leptine sont retrouvés sur 1’ensemble des noyaux sérotoninergiques

centraux (Hay-Schmidt et al, 2001).
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VI. LE SYSTEME NERVEUX SYMPATHIQUE ET LA REGULATION DU
METABOLISME ENERGETIQUE

Une des hypothéeses expliquant le développement de I’obésité chez 1’homme est une
hypoactivité¢ du systéme nerveux sympathique. Cette hypoactivité sympathique ne permettrait
pas la dépense calorique (notamment la thermogenése) en réponse a une suralimentation, ce
qui conduirait a une balance énergétique positive et une prise de poids (Bray et al, 1989).
Nonogaki dans un article de 1999 redonne au systétme nerveux autonome son rdle
prépondérant dans le développement de 1’obésité par rapport a I’importance qui avait été

donnée jusqu’alors au controle central de la prise alimentaire.

VII.1. Organisation générale du systéme nerveux sympathique

Le systéme nerveux sympathique périphérique du rat consiste en un vaste arrangement
de nerfs et de ganglions reliés d’une part a la moelle épini¢re et d’autre part aux visceres.
D’une fagon schématique, les ganglions sympathiques peuvent étre subdivisés en différents
groupes selon leur localisation :

Les ganglions paravertébraux constituent une double chaine ganglionnaire de part et
d’autre de la colonne vertébrale et sont directement reliés a la moelle thoracique et lombaire
par les rameaux communicants. Le ganglion cervical supérieur et le ganglion stellaire font
partie de cette catégorie.

Les ganglions prévertébraux sont rassemblés dans un large plexus: le plexus
abdominal qui comprend notamment le ganglion coeliaque.

Les ganglions paraviscéraux sont situés a proximité des viscéres comme le plexus
cardiaque, le plexus pelvien, le plexus de la trachée et des bronches.

Les ganglions intramuraux sont localisés dans les parois du tractus gastro-intestinal et
des voies biliaires.

Fibres préganglionnaires

Les neurones des ganglions sont innervés par les efférences centrales libérant
principalement de 1’acétylcholine. Cette derni¢re agit par I’intermédiaire des récepteurs
nicotiniques, entrainant un potentiel postsynaptique excitateur rapide. Elle peut également

agir par I’intermédiaire de récepteurs muscariniques, entrainant une action lente.
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Neurones ganglionnaires

95% des neurones des ganglions utilisent la noradrénaline comme principal médiateur
(Borghini et al, 1991, Klimaschewski et al, 1996). On peut identifier ces neurones en les
marquant avec des anticorps anti-tyrosine hydroxylase, anti-dopa décarboxylase et anti-
dopamine B-hydroxylase. Des études chez le chien montre que quelques corps cellulaires de
neurones du ganglion cervical sont dopaminergiques. Au niveau des terminaisons, les
catécholamines sont libérées dans la fente synaptique et peuvent soit €tre recaptées par la
terminaison présynatique soit dégradées par la monoamine oxydase (MAOQ) ou la catéchol-O-
méthyltransférase. La noradrénaline est libérée des vésicules en réponse a une augmentation
intracellulaire d’ions Ca”". Elle agit par 1’intermédiaire de récepteurs o et B adrénergiques

localisés sur les membranes pré- et postsynatiques.

VIL. 2. Le systéme nerveux sympathique et le métabolisme du glucose

Le foie est la principale réserve glucidique (sous forme de glycogeéne) et est la
principale source de glucose de I’organisme. Le systéme nerveux sympathique intervient a la
fois sur la production de glucose et sur la capture du glucose par les tissus périphériques.

Au niveau du foie, I’innervation sympathique agit sur la production de glucose en
régulant non seulement le débit sanguin mais également les fonctions des cellules hépatiques.

L’importance de I’innervation sympathique dans le contréle de ’activité des enzymes
hépatiques a ét¢ démontrée sur des préparations ex vivo de foies perfusés isolés de toutes
influences endocrines (Hartmann et al, 1982, Jungermann et al, 1987). Une stimulation des
terminaisons sympathiques au niveau du foie engendre une augmentation de 1’activité de la
glycogene phosphorylase et de la glucose-6-phosphatase qui sont des enzymes limitantes de la
dégradation du glycogene. Parallélement une activation du systéme sympathique réduit
I’activité de la glycogéne synthase. Toutes ces actions enzymatiques conduisent a une
augmentation de la libération de glucose.

L’activation sympathique va également diminuer le débit sanguin au niveau hépatique
via son action sur les récepteurs adrénergiques oo (Gardemann et al, 1987, Lin et al 1997,
Kurosawa et al, 2002).

En plus des effets de I’innervation sympathique directe sur la production hépatique de
glucose, I’adrénaline circulante joue un réle primordial dans 1’augmentation de production de

glucose par le foie en activant la glycogénolyse de maniere directe dans les hépathocytes ou
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par le biais de I’activation de la libération de glucagon par le pancréas. Par contre au regard de
la noradrénaline provenant de I’innervation sympathique, la noradrénaline circulante ne joue
qu’un réle mineur dans la régulation de la production de glucose par le foie (Chu et al, 1997,
Nonogaki, 2000).

L’action de I’adrénaline sur les récepteurs B des hépatocytes active la voie du second
messager AMPc qui conduit fait passer la glycogéne phosphorylase de la forme inactive a la
forme active. L’activation des récepteurs o augmente la glycogeénolyse par des mécanismes
indépendant de I’AMPc.

L’adrénaline circulante ou la noradrénaline provenant des terminaisons sympathiques
inhibent la sécrétion d’insuline par les cellules B du pancréas ce qui constitue une action
indirecte du systeme sympathique dans la diminution de la capture du glucose au niveau
hépatique. L’activation des récepteurs adrénergiques B engendre une augmentation de la
libération d’insuline et de glucagon, alors que I’activation des récepteurs adrénergiques o
inhibe la sécrétion d’insuline. L’inhibition de la secrétions d’insuline par les récepteurs a est
dominante par rapport a la stimulation de la libération de I’insuline par les récepteurs 3
(Ahren et al, 1987, Nonogaki 2000).

La noradrénaline augmente la glycogénolyse dans les muscles squelettiques via
I’activation des récepteurs adrénergiques P. L’entrée de glucose dans les myocytes est
dépendante de I’insuline, les muscles peuvent prélever le glucose également suite a une
stimulation par le systéme nerveux sympathique (Minokoshi et al, 1994).

Une infusion chronique de noradrénaline augmente 1’utilisation de glucose
indépendamment de I’insuline par le tissu adipeux brun et le tissu adipeux blanc (Liu et al,
1994, Shimizu et al, 1996). Cette action se fait via I’activation des récepteurs 3 qui agiraient

sur les transporteurs du glucose, GLUT-4 (Macaulay et al, 1994).

VIL. 3. Le systéme nerveux sympathique et le tissu adipeux blanc

Le tissu adipeux blanc est la principale réserve énergétique de 1’organisme. Ce tissu
stocke les lipides sous forme de triglycérides, et il est capable de fournir une quantité
importante d’acides gras non estérifiés suite a la lipolyse en fonction des besoins de
I’organisme. Cette lipolyse est activée par le systéme nerveux sympathique.

Le tissu adipeux blanc est innervé essentiellement par le systéme nerveux

sympathique. Le type d’innervation n’est pas clairement établie : I’innervation sympathique
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des vaisseaux irriguant le tissu adipeux blanc ne fait aucun doute, mais de nouvelles données
attestent de D’existence d’une innervation directe des adipocytes (Rebuffé-Scrive, 1991,
Youngstrom et Bartness, 1995, Penicaud et al, 2000, Rayner, 2001).

Le récepteur B3 est le sous-type de récepteurs adrénergiques majoritaire dans le tissu
adipeux blanc chez les rongeurs (en 10 fois plus grande quantité que les 31, D’ Allaire et al,
1995) alors que chez ’homme il ne représente que 20% de la population totale des récepteurs
B. Le récepteur B3 possede une affinité pour I’adrénaline inférieure a celle des récepteurs 3, et
., et une affinité pour la noradrénaline inférieure a celle des récepteurs 3; mais supérieure a
celle des récepteurs B,. Ainsi, le récepteur B3 est plus sensible a la forte concentration de
noradrénaline a proximité des terminaisons nerveuses qu’aux catécholamines circulantes
(Rayner, 2001). De plus, en conditions physiologiques normales, la quantité d’adrénaline
circulante est inférieure a la concentration de noradrénaline au niveau des terminaisons
nerveuses. Le tissu adipeux blanc posseéde également des récepteurs a,; et o, (lafontan et
Berlan, 1993). Les récepteurs a; sont peu impliqués dans la lipolyse mais leur stimulation
augmente la glycolyse (Faintrenie et Géloén, 1996). L’activation des récepteurs 33 et o, n’a
pas les mémes effets sur la lipolyse : les B3 activent la lipolyse alors que les o, inhibent la
lipolyse. En fait, les a,, sont activés pour de faibles concentrations de catécholamines alors que
les B3 sont activés pour de fortes concentrations de catécholamines (Lafontan et Berlan, 1993).

L’expression protéines découplantes UCP2 et UCP3, des perméases a proton
permettant un « gaspillage » d’énergie par la production de chaleur au lieu de molécules
d’ATP au niveau mitochondrial, est induite suite a une stimulation des récepteurs 3 dans le
tissu adipeux blanc (Emilsson et al, 1998).

En plus de son rdle dans le métabolisme lipidique, le systéme nerveux sympathique
régule la prolifération et la différenciation adipocytaire. Une dénervation sympathique du

tissu adipeux blanc engendre une prolifération adipocytaire (Cousin et al, 1993).

VIL. 4. Le systéme nerveux sympathique et le tissu adipeux brun

Le tissu adipeux brun comme le tissu adipeux blanc est capable de stocker les
triglydérides (lipogenese) et de les hydrolyser (lipolyse) en acides gras non estérifiés.
Cependant, les adipocytes du tissu adipeux brun sont plus petits et contiennent de nombreuses
inclusions lipidiques de petites tailles qui n’occupent qu’une partie du volume cellulaire. 11 est

plus richement vascularisé que le tissus adipeux blanc. Chaque adipocyte est vascularisé par 4
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a 5 capillaires et environ un tiers du tissu adipeux est en contact avec des capillaires. Le tissu
adipeux brun est également plus innervé que le tissu adipeux blanc (Lever et al, 1988,
Nnodim et Lever, 1988). Pour une consommation d’oxygene plus importante, les adipocytes
du tissu adipeux brun synthétisent moins de molécules d’ATP que des hépatocytes. Les
adipocytes du tissu adipeux brun contiennent un grand nombre de mitochondries, qui
possédent sur leur membrane interne des protéines découplantes UCP-1, UCP-2 et UCP-3
(Klaus et al, 1991, Boss et al, 1997, Prunet-Marcassus et al, 1999). Ces UCP permettent le
passage de protons du milieu intramembranaire mitochondriale ou ils sont en concentration
importante, vers le milieu interne de la mitochondrie. Cette dissipation du gradient de proton
est accompagnée d’une production de chaleur. Les mitochondries ont une forte capacité
respiratoire corrélée avec une grande quantit¢ d’enzymes oxydatives (cytochrome oxydase,
succinate deshydrogénase...) (Houstek et al, 1991).

Les récepteurs adrénergiques B, B2 et B3 coexistent dans le tissu adipeux brun. Les
récepteurs ; sont en quantit¢ dix fois plus importante que les B3 et les récepteurs 3, sont
principalement localisés sur des cellules autres que les adipocytes. La présence de récepteurs
o et oy a été mise en évidence mais les o, sont exprimés en quantité minoritaire (Lafontan et
Berlan, 1993, D’Allaire et al, 1995). Les récepteurs [3; sont activés par la noradrénaline
circulante alors que les B3 seraient activés par les fortes concentrations de noradrénaline au
niveau des terminaisons synaptiques (Atgié et al, 1997). L’activation des récepteurs o agit en
synergie avec la stimulation des récepteurs ;. L’innervation sympathique va provoquer une
augmentation de la lipolyse et une activation des UCP. De plus la stimulation noradrénergique
va augmenter la transcription du géne des UCP (Rehmark et al, 1990, Kozak et Kozak, 1994,
Rohlfs et al, 1995).

Par ailleurs la noradrénaline exerce un effet trophique sur le tissu adipeux brun. La
noradrénaline augmente le nombre de mitoses des précurseurs adipocytaires et des cellules
endothéliales (Géloén et al, 1988, 1992).

De nombreuses études ont montré une altération de 1’activité thermogénique du tissu
adipeux brun chez des mod¢les de rats obeses. Une diminution du contenu en noradrénaline,
du turnover de la noradrénaline ou de la réponse thermogénique a la noradrénaline dans le
tissu adipeux brun des rats obéses seraient a 1’origine d’une dispersion énergétique moindre a
I’origine du développement de I’obésité (Yoshida et al, 1984, York et al, 1985, Rekorek et al,
1987, Himms-hagen, 1989, Marette et al, 1990, Seydoux et al, 1990, Atgi¢ et al, 1993,
Blouquit et al, 1993).
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OBJECTIF GENERAL

Le rat Lou/C est présent¢ comme un modele ne développant pas d’obésité, mais peu
d’études comparatives avec la souche de rats Wistar, dont le rat Lou/C est issue, ont été
effectuées. Ainsi, notre premier objectif est de caractériser la balance énergétique de cette
souche au cours du vieillissement, a 1, 6, 12, 18 et 24 mois en comparaison avec des rats
Wistar. La mise en réserve excessive de substrats énergétiques conduisant a I’obésité, résulte
d’un déséquilibre en faveur des entrées et au détriment de la dépense énergétique. Au cours de
notre ¢étude nous mesurerons les trois versants de la balance énergétique: la dépense
énergétique, la prise alimentaire et 1’adiposité, reflet de I’état des réserves énergétiques.

La leptine et I’insuline sont deux hormones sécrétées proportionnellement a la quantité
de tissu adipeux. Elles fournissent au cerveau une information sur 1’état des réserves
énergétiques de 1’organisme. Au cours du vieillissement et chez les sujets obéses, on observe
une altération du fonctionnement de ce systéme de rétrocontrole. Une modification de ce
signal périphérique pourrait étre a ’origine du non-développement de I’obésité chez le rat
Lou/C. Notre deuxiéme objectif va étre de caractériser chez le rat Lou/C, les taux
plasmatiques d’insuline et de leptine. Par ailleurs, nous allons nous servir du fait que le rat
Lou/C n’accumule pas de graisse au cours du vieillissement, pour discriminer les effets de
I’age et de 1’obésité sur le développement de la résistance a I’insuline et a la leptine.

Le systétme nerveux sympathique constitue une des voies activatrices de la dépense
énergétique. Notre hypothese est que 1’origine de la maigreur du rat Lou/C pourrait étre une
innervation sympathique augmentée dans certains tissus impliqués dans la mise en réserve ou
dans la dépense énergétique. Notre troisiéme objectif va étre de déterminer [’activité
sympathique dans les tissus adipeux blancs et brun et dans le foie des rats Lou/C en
comparaison avec les rats Wistar.

Notre étude aura porté sur une voie afférente (leptine et insuline) et une voie effectrice
(systeme nerveux sympathique) d’une boucle de régulation de la balance énergétique, notre
quatriéme objectif va étre d’évaluer le réle des monoamines centrales dans le déterminisme
énergétique des rats Lou/C. Nous définirons le profil monoaminergique des principales
structures catécholaminergiques et sérotoninergiques bulbo-pontiques et des noyaux
hypothalamiques impliqués dans le contrdle a la fois de la dépense énergétique et de la prise

alimentaire.
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MATERIEL ET
METHODES



I. LES ANIMAUX

Les rats utilisés au cours de cette étude sont de souches Lou/C et Wistar (Harlan,
Gannat, France). Afin d’éviter les variabilités inter-sexe ; nous n’avons utilis€ que des rats
males. Les rats ont ét¢ maintenus dans une animalerie ou régnent une température ambiante
de 24°C=£1°C, un degré d’hygrométrie constant et ou I’éclairement correspond a 12 heures de
lumicre par jour de 7 heures a 19 heures et 12 heures d’obscurité le reste du temps. Ils sont
placés en cage collective par quatre et ont libre accés a I’eau et a la nourriture A03 (3,2 kcal/g,

UAR, France).

Il. MESURES DE LA PRISE ALIMENTAIRE ET DE LA DEPENSE ENERGETIQUE

Les mesures de la dépense énergétique ont été réalisées en collaboration avec le

Docteur Alain Géloén (UMR 585 INSERM / INSA IMBL-Lyon).

Les mesures concernant la prise alimentaire ainsi que la dépense énergétique ont été
effectuées sur des rats agés de 1, 6, 12, 18 et 24 mois.

Les rats ont été placés individuellement en cage pendant une semaine d’habituation et
ensuite pendant une semaine leur prise alimentaire a ét¢ mesurée tous les jours en faisant la
différence entre le poids de granules de nourriture données et le poids de granules restant.

La dépense énergétique a été mesurée par calorimétrie indirecte, c’est-a-dire que la
chaleur produite par les processus métaboliques peut étre calculée a partir des échanges
gazeux. Nous pouvons ainsi mesurer la dépense énergétique des rats a partir de leur
consommation d’O; et leur rejet de CO,.

Les rats sont placés dans des cages en plexiglas fermées hermétiquement, dont le
volume est adapté a la morphologie des rats afin de minimiser le volume mort (L x I x h: 15
cm x 10 cm x 8 cm pour les rats agés de 1 mois, 30 cm x 20 cm x 15 cm pour les rats agés de
6 mois et plus) (Figure 14). Les cages comprennent un orifice assurant une entrée d’air et une
sortie sur le coté opposé a cette entrée. Cette sortie est reliée a un systeme de pompe qui
aspire I’air a débit constant et I’envoie dans un circuit d’analyse des gaz. Le débit des pompes
mesuré par un débitmetre massique (précision <1%,; Tylan, FM 380) est de 1 L/min pour les
cages des rats agés de 1 mois et de 2 L/min pour les cages a partir de rats agés de 6 mois. Le
pourcentage d’O, dans ’air est mesuré par un analyseur d’O, paramagnétique (amplitude de

mesure 0-100%, délai de mesure <3 s; Klogor, France) et le pourcentage de CO, est mesuré
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par un analyseur a infrarouge (amplitude de mesure 0-1%, délai de mesure <3 s; Gascard I,
Edinburgh Sensors). Les analyseurs d’O, et de CO, sont étalonnés avant chaque mesure avec
de I’azote pur afin de régler les 0 et avec un mélange contenant 20,215% d’O, et un mélange
contenant 0,600% de CO,.

Le systéme comprend cinq cages. Une cage est laissée vide et sert de référence pour
les valeurs d’O, et de CO,. Elles sont placées dans une enceinte fermée et isolée
phoniquement. La température ambiante est maintenue a 26°C, proche de la thermoneutralité
des rats (Gordon, 1993). Le rythme jour/nuit de la salle de mesure est identique a celui de la
piece d’¢levage des rats. Les rats ont libre accés a la nourriture et a 1’eau. Les pompes et les
analyseurs sont placés dans une pi¢ce adjacente pour éviter toute perturbation des rats
consécutive aux manipulations et au bruit. Les rats sont laissés dans les cages afin qu’ils
s’habituent pendant 24 heures avant le début des mesures. Chaque jour les analyseurs sont
réétalonnés, la nourriture est pesée afin de controler la prise alimentaire et les rats sont pesés.
Les mesures sont effectuées 23H30 par jour.

Le pourcentage d’O, et de CO, contenu dans 1’air a la sortie des cages est analysé en
alternance dans les 4 cages et dans la piéce ou sont situées les cages. Entre chaque mesure, un
temps de ringage des tuyauteries communes de 90 s est nécessaire afin d’éviter toute
interférence de mesures entre les différentes cages et ensuite I’air est analysé sur une période
de 40 s. Pendant ces 40 secondes, les valeurs sont enregistrées toutes les 4 secondes et la
moyenne est calculée sur les 10 valeurs accumulées.

Le systeme d’acquisition donne ainsi toutes les 10 min 50 s pour chaque cage une
valeur du débit d’air, une valeur de fraction de CO; et une valeur de la fraction d’O, dans I’air
de sortie de la cage. Pour chaque cycle de mesure on calcule les différences pour chaque
parametre mesuré entre les cages contenant les rats et la cage de référence.

Ensuite, a I’aide de la formule de calcul de Depocas et Hart (1957) on obtient la dépense

énergétique pour chaque rat.

Afin de pouvoir comparer ces données entre deux rats de corpulence différente, les
valeurs de métabolisme sont ensuite exprimées en tenant compte de la masse métabolique des
animaux. Une approximation de cette masse métabolique est obtenue en prenant le poids des
animaux ¢levé a la puissance 0,67.

Ainsi, la mesure de la dépense énergétique est exprimée en J/min.kg™®’.
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QuickTime™ et un décompresseur
BMP sont requis pour visualiser
cette image.

Figure 14. Installation des rats dans le systéme de calorimétries indirecte
Les 4 cages sont placées dans une piéce isolée dont la température est maintenue
a 26°C avec un rythme jour/nuit 12-12 h.

lll. EVALUATION DE L’ACTIVITE LOCOMOTRICE DES RATS

Cette étude a ¢été réalisée en collaboration avec le «Laboratoire de
Neuropharmacologie et Neurochimie INSERM US512-UCBL-ISPBL » avec le Docteur

Héléne Scarna.

III. 1. Principe (figure 15, 16)

L’activité locomotrice est mesurée a 1’aide d’un actimétre Imétronic comportant 8
casiers qui regoivent chacun une cage. Chaque casier est équipé de 4 baguettes infrarouges (2
a ’avant, 2 a D’arriere) espacées de 4 cm en hauteur. Les cages d’enregistrement sont en
polycarbonate transparent et mesurent 22 x 15x 38 cm (Ix hx L).

L’ordinateur relié¢ a I’actimétre comptabilise le nombre de va-et-vient, de mouvements
a ’avant et a Parricre de la cage ainsi que le nombre de mouvements de redressement
effectués par chaque animal et les cumule sur des périodes de 30 minutes. Un va-et-vient est
enregistré lorsque le rat coupe successivement les rayons infrarouges situés a ’arri¢re puis a
I’avant de la cage (ou inversement). Ce parametre est utilisé pour quantifier I’activité
locomotrice des rats. Un redressement est enregistré lorsque le rat coupe simultanément les

rayons infrarouges du haut et du bas.
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Figure 15. Systéme d’enregistrement d’actimétrie

Détection des mouvements par rayons infra-rouge.
Mesure du nombre de mouvements par tranche de 30 minutes sur une

durée de 24 heures.
Mesures du nombre de mouvements de va et vient, de la somme des

mouvements a I’avant et a I’arriére de la cage et des redressements.

QuickTime™ et un décompresseur
pTexture sont requis pour visualiser
cette image.

Figure 16. Installation des rats dans I’actimétre.
Il est possible d’effectuer les mesures dans 8 cages simultanément.

MATERIEL ET METHODES

55



III. 2. Mesures

Apres une période d’habituation de 24 heures, 1’activité locomotrice au cours du cycle
circadien est mesurée pendant 24 heures chez des rats Wistar et des rats Lou/C agés de 6
mois. Les animaux sont placés dans une cage contenant de la sciure et ont librement acces a la

nourriture et a ’eau.
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IV. MESURE DE L’ACTIVITE CYTOCHROME OXYDASE

IV. 1. Principe

L’activité de la cytochrome oxydase des membranes mitochondriales est déterminée
indirectement. On mesure la consommation d’oxygene par la cytochrome oxydase lors de sa
mise en présence avec un substrat spécifique. La mesure d’activité s’effectue dans une cellule
thermostatée a 25°C avec un oxygraphe Gilson, muni d’une électrode de Clark. L’appareil est
capable de déterminer précisément la concentration en oxygene présente dans la cellule de
mesure, mais il nécessite pour cela un étalonnage.

Le point 0% correspond ainsi au niveau ou la concentration en oxygene est nulle dans
la cellule. Pour cela on ajoute dans la cellule du sulfite de sodium (NaSO3) en exces dans le
milieu respiratoire. Il a pour réle de réduire 1’oxygene :

2 S05” + 0, — 2S04”
Le point 100% correspond a la saturation du milieu en oxygene, par bullage, aprés un

temps d’équilibration.

IV. 2. Préparation des tissus

L’activité cytochrome oxydase est mesurée sur les homogénats tissulaires de cceur, de
foie, de tissu adipeux brun, de tissus adipeux blancs rétropéritonéal et épididymal de rats agés
de 6 mois. Apres sacrifice des animaux, les tissus sont rapidement prélevés et congelés a -
80°C. Avant chaque dosage, les échantillons sont broyés au Polytron (ultra-max T8 IKA)
dans un milieu composé d’une solution de Chappel et Perry (ATP 1 mM, Hépes 50 mM, KCl
100 mM, MgCI2 5 mM, EDTA 1 mM, EGTA 5 mM) contenant un détergeant, le lubrol (100
mg.g-1 de tissus). Apres la phase de broyage, une incubation de 30 minutes a 0°C permet de
parachever la dilacération mécanique des tissus. Le détergent pourra alors détruire
entierement les membranes plasmiques et mitochondriales, afin de démasquer 1’activité de la

cytochrome oxydase présente dans ces membranes.
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IV. 3. Dosages

L’activit¢ enzymatique d’une fraction d’homogénat va étre alors mesurée par
polarographie a 25°C dans un milieu respiratoire approprié (Cytochrome ¢ 30 uM, roténone 4
puM, 2-4 dinitrophénol 0,5 uM, hépes 75 mM, malonate de sodium 10 mM, pH 7,4) avec
comme substrat un mélange Ascorbate/TMPD (8 puM/0,6 mM). Dans la cellule de
I’oxygraphe d’un volume de 1,5 ml, on injecte 37,5 ul de I’homogénat (50 pg.ml-1) dans
1450 pl de milieu respiratoire. L’addition de 20 ul de substrat permet alors d’initier la
respiration. La cytochrome oxydase catalyse 1’oxydation aérobie de la cytochrome c
préalablement réduite par le substrat Ascorbate/TMPD. L’activité spécifique, exprimée en
nanoatome d’oxygene, est obtenue par le différence entre la consommation d’oxygene due a
la présence d’enzyme proprement dit, et celle liée a I’autooxydation de 1’ascorbate (milieu

respiratoire et Ascorbate/TMPD).
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V. NEUROCHIMIE

Les catécholamines (dopamine, noradrénaline et adrénaline), la sérotonine, 1’acide 5-
hydroxyindolamine, la L-dihydroxyphénylalanine (L-DOPA) et la 5-hydroxytryptophane (5-
HTP) sont détectées dans les échantillons en utilisant la technique de chromatographie liquide
haute performance suivie d’une détection électrochimique (Pequignot et al, 1987, Dalmaz et

al, 1994).

V. 1. Traitement pharmacologie pour I’étude de P’activité in vivo de la tyrosisne

hydroxylase et de la tryptophane hydroxylase (Figure 17)

Le NSD 1015 (3-hydroxybenzylhydrazine dihydrochloride, Sigma, St Louis, USA) est
un inhibiteur des L-aromatic acide décarboxylases, notamment de la dopa-décarboxylase et de
la tryptophane-décarboxylase qui permettent respectivement I’hydroxylation de la L-DOPA
en dopamine et I’hydroxylation de la 5-HTP en sérotonine. L’injection intra-péritonéale d’une
solution de NSD 1015 a 100 mg/kg entraine une accumulation de la L-DOPA et de la 5-HTP
dans les structures. L’accumulation de L-DOPA et de la 5-HPT in vivo pendant un temps
donné permet une bonne estimation de 1’activité tyrosine hydroxylase et de 1’activité
tryptophane hydroxylase des structures. Cette accumulation est linéaire pendant 20 minutes
(Lachuer et al, 1991) dans la plupart de structures périphériques et centrales. Ces mémes
auteurs ont également montré que les contenus en L-DOPA et en 5-HTP sont négligeables
chez les animaux témoins ayant recu une injection de sérum physiologique. Les rats regoivent
par voie intra-péritonéale une solution de NSD 1015, 20 minutes avant le sacrifice. Les
activités tyrosine hydroxylase et tryptophane hydroxylase sont exprimées en picomoles de L-
DOPA/20 minutes et 5S-HTP/20 minutes pour les structures centrales et en picomoles de L-
DOPA/20 minutes par g d’organe pour tenir compte de la différence de poids des organes

entre les deux souches.
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Figure 17. Action du NSD-1015 sur la chaine de synthése des catécholamines (A) et de la
sérotonine (B).
Le NSD-1015 inhibe I’activité des L-amino-acide aromatique décarboxylases. Une mesure de
I’accumulation de L-DOPA ou de 5-hydroxytryptophane, 20 minutes aprés injection de NSD-
1015, permet d’évaluer ’activité de la tyrosine hydroxylase et de la tryptophane hydroxylase.
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V. 2. Technique de chromatographie liquide haute performance couplée a une détection

électrochimique (HPLC-ED)

V. 2. a. Principe (Figures 18 et 19)

La chromatographie liquide haute performance couplée a une détection
¢lectrochimique est une méthode de séparation de molécules fondée sur 1’entrainement de
celles-ci par une phase mobile propulsée par une pompe. Les parametres régissant la
séparation des molécules dépendent de nombreux facteurs tels que le type de colonne utilisée
(nature et diamétre des composants ; longueur et diamétre de la colonne), le pH de la phase
mobile, la température et la charge ionique. Le type de séparation utilis¢ est a polarité
inversée, la colonne est remplie avec une phase de silice greffée, les greffons étant de type
alkyl (chaine de C4 a Cg). La séparation est basée sur la force ionique de chaque molécule.
Elles sont séparées les unes des autres par interaction plus ou moins forte avec la phase dite
stationnaire qui correspond a un garnissage de microbilles de silice contenu dans la colonne
de séparation.

Les catécholamines, la L-DOPA et la 5-HTP possédent un noyau catéchol ayant des
groupements  hydroxyles facilement oxydables. Les composés sont détectés
¢lectrochimiquement (détection ampérométrique) a la sortie de la colonne. Le détecteur est
composé de 3 électrodes distinctes : une électrode de référence (Ag'/AgCl), une électrode de
travail en carbone vitreux chargée d’effectuer I’oxydation et une ¢lectrode auxiliaire.

Une différence de potentiel stable (+0,67V) régne entre I’¢lectrode de travail et I’¢lectrode de
référence. Cette tension permet I’oxydation spécifique des composés, ici le noyau catéchol en
noyau orthoquinone. Au cours de cette oxydation, des protons et des €lectrons sont perdus par
la molécule. L’¢lectrode auxiliaire génere alors un courant d’¢lectrons proportionnel a la
quantit¢ de composés oxydables présents dans la cellule de mesure. Ce courant va étre
amplifié et transcrit sous forme de tracé dont les inflexions et les déflexions sont analysées

sous forme de surface ou de hauteur de pics.
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Figure 18. Schéma représentant la chaine de dosage HPLC couplée a une détection
électrochimique.
Aprés séparation des différentes molécules chargées, 1’oxydation des amines va étre détectée par une
¢lectrode et va étre transcrite sous forme d’un tracé, dont les hauteurs de pic seront proportionnelles a la
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Figure 19. Exemple de chromatogramme
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V. 2. b. Dosages

V. 2. b. aLes glandes medullosurrénales

Chaque glande surrénale est placée dans 100ul d'acide perchlorique 0,4 M contenant
2,7mM d’EDTA-Na;. A ce stade de la manipulation, il est possible de les conserver a -80°C.
Extemporanément les structures sont décongelées, puis le volume est complété a 200ul avec
une solution contenant du dihydrobenzylamine (DHBA) comme étalon interne. Les surrénales
sont ensuite broyées aux ultrasons pendant 30 secondes a une fréquence de 20000 Hz. Apres
addition d'eau bidistillée, les homogénats sont centrifugés pendant 6 minutes a 8800 x g.
Enfin le surnageant est dilué dans de I'acide acétique 0,02 M.

Un ¢étalonnage est effectué au préalable avec une solution a base d’acide perchlorique
0,02 M contenant 100 pg/10 pl, de noradrénaline, d’adrénaline, de dopamine et de
dihydrobenzylamine (DHBA). Ceci permet de calibrer 1’appareil en déterminant les temps de
rétention et I’intensité de détection.

Les aliquots de 5 pl des échantillons, volume permettant un bon compromis entre le
niveau de détection et le niveau de bruit de fond, sont injectés dans une colonne montée en
phase réverse (Licrospher RP 18 ec, 5 um, 250 x 3 mm). L’¢élution s’effectue par une phase
mobile contenant 50 mM d’acide citrique, 50 mM d’acétate de sodium, I mM d’EDTA-Na2,
437 mM d’acide acétique, 2,13 mM d’heptane sulfonate et 7% de méthanol a un débit de 0,4
ml/min.

V.2.b. fLes tissus

La quantité de noradrénaline et ’accumulation de L-DOPA ont été mesurées sur des
lots de rats différents.

Les organes sont décongelés et broyés dans un volume connu d’acide perchlorique 0,4
M contenant 2,7mM d’EDTA-Na2 et en présence d’une quantit¢ connue DHBA (standard
interne). Les tubes sont laissés reposés 10 minutes dans de la glace. Un volume de solution
d’acide perchlorique 6 M et de KOH formiate 7,7 M est ajouté pour précipiter I’excés d’acide
perchlorique. Cet homogénat est vortexé et centrifugé a 8800 x g pendant 10 minutes.

Un volume connu de surnageant est ensuite purifi¢ sur alumine dans un tube
Eppendorf contenant 20 mg d’alumine purifiée, 100 pl de bisulfite de sodium 0,75% et 0,5 ml
de tampon Tris 2,8 M, pH 9,3. Apres une agitation de 15 minutes, chaque surnageant est
aspiré et ’alumine est lavée 3 fois avec 1 ml de solution tampon Tris contenant 14 mM de

Tris-HCl et 2,7 mM d’EDTA-Na,.
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La L-DOPA, la noradrénaline et le DHBA sont ¢lués de I’alumine avec un volume
adéquat d’acide perchlorique 0,3M contenant ImM d’EDTA-Na, et Img de sodium bisulfite
par mL. L’¢éluat est agité pendant 5 minutes et centrifugé a 8800 x g pendant 15 minutes.

Les aliquots de 15 pl des échantillons, volume permettant un bon compromis entre le
niveau de détection et le niveau de bruit de fond, sont injectés sur une colonne montée en
phase réverse (Spherisorb ODS-2,5 um, 125 x 4 mm). L’analyse s’effectue sur une phase
mobile contenant 50 mM d’acide citrique, 50 mM d’acétate de sodium, 1 mM d’EDTA-Na2,
437 mM d’acide acétique, 4,3 mM d’octane sulfonate et 4% de méthanol a un débit de 0,9
ml/min.

V.2.b. 6 Les punchs (Figure 20)

Les contenus en monoamines et 1’accumulation de L-DOPA ou de 5-HTP ont été
mesurées sur des lots de rats différents.

Une fois le rat décapité, le cerveau est rapidement extrait puis congelé a -80°C sur un
lit de carboglace.

- Réalisation des coupes

La partie rostrale du cerveau congel¢ est fixée avec une colle Tissue Freezing Medium
(Leica Instrument GmbH, Germany) sur la platine du microtome réglée pour permettre la
réalisation des coupes successives. L’¢paisseur des coupes obtenues est de 480 um. Ces
coupes sont ensuite rapidement déposées sur une lame de verre et congelées sur de la
carboglace.

- Microdissection proprement dite

Les différentes structures sont prélevées bilatéralement selon la technique de
microdissection (Palkovits et Brownstein, 1987) qui consiste a prélever des structures a 1’aide
d’une micro-aiguille creuse de 0,9 mm de diamétre. Les échantillons sont déposés dans de
I’acide perchlorique 0,1 M puis congelés a -80°C.

Le groupe cellulaire A1C1 est disséqué bilatéralement sur 6 coupes successives
(Bregma -15/-11,8 mm) et le groupe cellulaire A2C2 sur 8 coupes (Bregma -14,6/ -11,3 mm).

Le groupe cellulaire A6 ou locus coeruleus est situé¢ dans la partie dorsale du pont, il
est prélevé bilatéralement sur 4 coupes successives (Bregma -10,6/ -9 mm) et le groupe
cellulaire A5 est prélevé sur 3 coupes (Bregma -10,2/ -9 mm)

On disseque le raphe dorsalis a la base de 1’aqueduc central sur 4 coupes successives
(Bregma -8,8/ -7 mm). Le raphe médian est prélevé sous le raphe dorsalis sur 3 coupes

successives (Bregma —8,3/ -7 mm).
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Les noyaux hypothalamiques ventromédian et paraventriculaire sont disséqués
bilatéralement de part et d’autre du 3™ ventricule, I’hypothalamus ventromédian sur 3
coupes (Bregma -3,6/ -2,1 mm) et le noyau paraventriculaire sur 2 coupes successives
(Bregma -1,9/-0,9 mm).

- Préparation des échantillons

Chaque punch est placé dans 200 pl (100 pl pour le locus cceruleus) d'acide
perchlorique 0,1 M contenant 2,7mM d’EDTA-Na2. A ce stade de la manipulation, il est
possible de les conserver a -80°C. Extemporanément les structures sont décongelées, elles
sont ensuite broyées aux ultrasons pendant 1 minute dans un bain de glace a une fréquence de
20000 Hz. Les broyats sont vortexés puis centrifugés pendant 6 minutes a 8800 x g.

Les aliquots de 15 pl des échantillons, volume permettant un bon compromis entre le
niveau de détection et le niveau de bruit de fond, sont injectés sur une colonne montée en
phase réverse (Spherisorb ODS-2,5 um, 125 x 4 mm). L’analyse s’effectue sur une phase
mobile contenant 50 mM d’acide citrique, 50 mM d’acétate de sodium, 1 mM d’EDTA-Na,,
437 mM d’acide acétique, 4,3 mM d’octane sulfonate et 4% de méthanol a un débit de 0,9

ml/min.
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Figure 20. Localisation sur une coupe latérale et sur des coupes frontales de cerveaux de rat des
différentes structures microdisséquées par la technique de punch.

3V, troisiéme ventricule; 4V, quatriéme ventricule; 7n, septiéme paire de nerfs craniens; A2, groupe
cellulaire noradrenergique A2; aq, aqueduc central; Hipp, hippocampe; LC, locus coeruleus; RD,
raphe dorsal; RMn, raphe median; VMH, hypothalamus ventromedian.

66 MATERIEL ET METHODES



VI. TECHNIQUE DE DOSAGE RADIO IMMUNOLOGIQUE DE L’INSULINE ET DE
LA LEPTINE PLASMATIQUE

VI. 1. Prélévement sanguin

Les ¢échantillons de sang sont prélevés via la veine de la queue et sont placés dans des
tubes Ependorf contenant 3ul d’EDTA-Na, 10%, afin d’éviter la coagulation (I’héparine étant
déconseillée, celle-ci pouvant interagir avec les anticorps et fausser les mesures des protéines
a doser). Aprés centrifugation (13000 x g, 15 minutes, + 4 °C), le plasma est conservé a -
80°C. Les dosages de chaque protéine a tous les ages ont été effectués en une seule fois, afin
de limiter les sources de variabilités et de pouvoir comparer les variations de concentrations
entre les ages au sein de chaque souche. Les prélévements ont tous été réalisés entre Sh et 12h
le matin afin d’éviter les différentes variations circadiennes de la sécrétion de la leptine et de

I’insuline.

VLI. 2. Principe du dosage (Figure 21)

La technique de dosage radioimmunologique a été mise au point par Yalow et Berson
en 1960 pour le dosage de I’insuline (Yalow recevra le prix Nobel pour cette découverte).

Une concentration déterminée d’antigéne marqué est mise a incuber avec un anticorps
spécifique de cet antigeéne. L’addition d’un antigéne non marqué induit la compétition avec
I’antigéne marqué pour la fixation sur ’anticorps. La quantité d’antigénes marqués fixés a
I’anticorps diminue proportionnellement a la concentration croissante d’antigénes non
marqués. La quantité d’antigéne marqué est évaluée dans la solution de ringage (partie non

fixée) ou/et en mesurant la quantité du complexe anticorps/antigéne marqué apres ringage.
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Présence dans le tube de dosage

N N N N\ ¢ d’anticorps dirigés spécifiquement
contre 1’hormone a doser

® ® o @ Ajout d’une quantité connue et
e @ 0 o constante de I’hormone marquée a

(0] .. .. (@] (0]
N2 N N7\ ’iode 125 (@ ) et d’un volume de
w( w( w( w( plasma contenant 1’hormone non

marquée (©).

Les complexes anticorps-antigenes
sont  précipit¢ et  I’exces

.\ J .\ J .\ J .\ J d ’hormones marquées ou non, non
liées aux anticorps et supprimé par

rincage.

On  détermine une  courbe
d ’étalonnage en représentant le
nombre de coup par minute (reflet
de la quantité d "hormone marquée
qui est restée fixée aux anticorps)
en fonction d ’une quantité
croissante  d  ’hormone non
marqueée.

Nombre de coups par minute

Concentration d’hormone non marquée

Figure 21: Principe général de la méthode de dosage radio-immunologique.
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VLI. 3. Dosages

Les dosages sont effectués a 1’aide d’un kit de dosage radioimmunologique d’insuline
de rat (Linco Research, Inc. St Charles, MO).

Les solutions du kit

Diluant :

Tampon phosphosalin pH = 7.4, contenant 0.025 M d’EDTA, 0.08% d’Azide de
Sodium et 1% de BSA.

Anticorps :

Anti-sérum de cobaye dirigé contre 1’insuline de rat ou contre la leptine de rat.

Hormone marquée :

Insuline marquée a 1’iode 125 ou leptine marquée a 1’iode 125.

Solutions d’étalonnage :

Elles contiennent des concentrations connues de 1’hormone a doser : 0.1, 0.2, 0.5, 1.0,

2.0, 5.0 et 10.0 ng/ml pour I’insuline et 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0, 20.0 et 50 ng/ml pour la

leptine.

Solution précipitante :

Gamma Immunoglobuline de chévre anti cobaye dans du tampon phosphosalin 0.05 M

contenant 3% de PEG, 0.05% de Triton X 100, 0.025 M EDTA, 0.08% d’azide de sodium.

Insuline

Dans un tube de polypropyléne de 5 ml contenant un volume déterminé de plasma a
doser (50 pl), on ajoute 100 pul d’insuline marquée a I’lode 125. On ajoute ensuite 100 ul de
I’anticorps dirigé contre I’insuline de rat. Ce mélange est ensuite homogénéisé et mis a
incuber pendant 20 & 24 heures a 4°C. Le 2°™ jour, on ajoute 1 ml de solution de précipitant,
on vortexe et on laisse incuber 20 min a 4°C. Apres centrifugation (2000xg, 20 min a 4°C) le
surnageant est aspiré¢ et la radioactivité restante dans les tubes est quantifiée pendant 1 min

dans un compteur gamma.
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100ul de plasma dans un tube de 5 ml

+
100ul d *Insuline marquée & ‘>’

+
100 pul de la solution contenant 1’anticorps contre I’insuline de rat
Homogéniser et couvrir

L e N S
¢ Incubation ZU a Z4 heures a 4°C

1.0 ml de solution de précipitation

| D) sanzaa N AOMY
L LU IIII. a = ©

Centrifugation a 4°C pendant 20 min.
Aspiration du surnageant
Comptage

Schéma récapitulatif du protocole de dosage radioimmunologique de I’insuline

Leptine

Dans un tube de polypropyléne de 5 ml contenant un volume défini de tampon
phosphosalin (100 pl) sont ajoutés 50 ul de plasma a doser. Ensuite, on ajoute 100 ul de
I’anticorps dirigé contre la leptine de rat. Aprés une incubation de 20 a 24 heures a
température ambiante, on ajoute 100 pl de leptine marquée a I’iode 125. On homogénise et on
laisse incuber 22 & 24 heures & température ambiante. Le 3°™ jour, on ajoute 1 ml de solution
de précipitant, on vortexe et on laisse incuber 20 min a 4°C. Apres centrifugation (2000xg, 20
min a 4°C) le surnageant est aspiré et la radioactivité restante dans les tubes est quantifiée

pendant 1 min dans un compteur gamma.
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100pl de solution tampon
+

100ul de plasma dans un tube de 5 ml
+

100 ul de la solution contenant 1’anticorps contre la leptine de rat
Vortexer et couvrir

a température ambiante

l Incubation 20 & 24 heures

100u1 de leptine marquée a '*’I

Vortexer et couvrir

| Ineubatien’' 22 a 24 heures
a température ambiante

1.0 ml de solution de précipitation

I
¢ 20 min. 2 4°C

Centrifugation a 4°C pendant 20 min.
Aspiration du surnageant
Comptage

Schéma récapitulatif du protocole de dosage RIA de la leptine

VI. 4. Quantification

1251, demi-vie : 60 jours). La détection de la

Le traceur utilis¢ est marqué a I’iode 125 (
radioactivité du précipité est réalisée par un compteur gamma (cpm). Cette radioactivité
correspond a la quantité¢ de leptine marquée qui a pu se fixer aux anticorps. Elle est donc
inversement proportionnelle a la quantité de leptine déja présente dans 1I’échantillon a doser.

En méme temps que I’on effectue les dosages des échantillons, une gamme étalon est réalisée.
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Apres retrait de la radioactivité non spécifique des valeurs données par le compteur, on
calcule par différence la quantité en ng/ml dans chaque échantillon en se référant a la courbe
d’¢étalonnage. La limite de sensitivité et de linéarité de la relation cpm/concentration est de 0,5

a 50 ng/mL pour le kit leptine et de 0,1 a 10 ng/mL pour le kit insuline.

VII. DETERMINATION DE LA GLYCEMIE

Un volume de 10 pL de plasma est nécessaire afin de doser la glycémie a I’aide d’un
analyseur Beckman. Le plasma est inject¢ dans une solution de glucose oxydase. Une
¢lectrode de Clark va quantifier le nombre d’atomes d’oxygeéne consommeés lors de la réaction

d’oxydation du glucose contenu dans 1’échantillon de plasma a doser.

VIII. DETERMINATION DE LA RESISTANCE PERIPHERIQUE A L’INSULINE

VIIL. 1. Principe du clamp euclycémique-hyperinsulinique

La technique consiste en la perfusion d’insuline a débit constant dans le rat afin
d’avoir une insulinémie stable, associ¢ a une perfusion de glucose variable afin de maintenir
une glycémie constante. La quantité de glucose perfusée est proportionnelle a la quantité de
glucose utilisée sous 1’action de I’insuline. Ceci permet de déterminer la sensibilité de

I’organisme a I’insuline et a fortiori de déceler une insulino-résistance.

VIILI. 2. Protocole

La technique de clamp euglycémique hyperinsulinique est basée sur le protocole de
Kreagen et al. (1983), mais dans notre étude les rats au moment des mesures sont éveillés et
non contraints. Les rats utilisés au cours de cette étude sont agés de 22 mois. Les rats sont
anesthésiés a 1’halothane et 2 cathéters en polyéthyléne sont insérés, un dans la veine
jugulaire droite et I’autre dans 1’artére carotide gauche. Les cathéters ressortent au niveau de
la nuque par une incision dans la peau, ils sont remplis jusqu’a utilisation d’une solution

saline de citrate. Le cathéter carotidien sert pour prélever le sang alors que le cathéter
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jugulaire sert a I’injection. Les mesures ont été effectuées apres 5 jours de récupération apres
I’opération. La nuit avant I’expérimentation, les rats ont été privés de nourriture. Afin
d’obtenir une insulinémie constante, les rats sont perfusés avec de 1’insuline biosynthétique
humaine (Actrapid HM, 40 U/ml, Novo Industry, Danemark) a un débit de 6 mU/Kg.min
(diluée dans de la saline avec 1% d’albumine). 25 pul de sang sont prélevés toutes les 5
minutes pour doser la glycémie et 100 pl sont prélevés aux temps 0, 60 et 120 minutes pour le
dosage de I’insulinémie. La glycémie est maintenue a un niveau basal (6 mM) par la perfusion
de glucose a 1’aide d’une pompe péristaltic (Gilson). Le débit de la pompe est ajusté apres
chaque mesure de glycémie. La moyenne du débit d’infusion de glucose pour maintenir une
glycémie constante est calculé sur la 2™ heure de ’expérimentation. Les résultats sont
exprimés en mg glucose/kg.min et sont considérés comme le reflet de 1’utilisation du glucose

a I’échelle de 1’organisme entier.

IX. STATISTIQUES

Les résultats sont exprimés en donnant la valeur moyenne de chaque groupe et 1’erreur
standard a la moyenne (m = SEM). Les différences entre groupes sont considérées comme
significatives lorsque p < 0,05.

Les tests statistiques utilisés sont des analyses de variance (ANOVA) a 2 voies (effets
de I’age et de la souche par exemple) couplées a un test post-hoc de Bonferroni pour I’analyse
groupe par groupe.

Pour comparer deux groupes d’animaux, on utilise le test de Student.

Tous les tests statistiques sont effectués en utilisant le logiciel Statview (Abacus

Concepts Berkeley, CA, USA).
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I. ETUDE DES DIFFERENCES MORPHOMETRIQUES ENTRE LES RATS
LOU/C ET LES RATS WISTAR

Pour I’¢tude de la balance énergétique, il faut considérer, d’une part les entrées (la
prise alimentaire) et d’autre part les sorties (dépense énergétique) et la mise en réserve. La
dépense énergétique peut étre subdivisée en plusieurs composantes : le métabolisme basal 1i¢
aux dépenses énergétiques de fond, indispensables au maintien de la vie (grandes fonctions,
métabolisme cellulaire) ; les dépenses énergétiques liées a I’activité musculaire ; celles liées a
la thermogenése (lutte contre le froid, thermogenése postprandiale) et la dépense énergétique
liée a I’assimilation métabolique des aliments. Il existe ¢galement une dépense énergétique
spécifique liée a I’incorporation des aliments et aux syntheéses organiques au cours de la

croissance.

Entrées
. > ycogene (foie, mu
Métabolisme | ipides (tissus adipeux
Réserves
Thermogenése

Dépenses <

~

Activité

Dépenses obligatoires
(fonctionnement)

60%

—

Schéma de la balance énergétique a I’échelle de I’organisme
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Dans un premiers temps, les résultats concernant les données morphométriques nous
permettront de caractériser les différences de réserves lipidiques entre les rats Lou/C et les
rats Wistar. Dans la deuxiéme partie des résultats, nous nous focaliserons sur la prise
alimentaire ainsi que sur certaines composantes de la dépense énergétique (dépense

énergétique moyenne, activité locomotrice, activité cytochrome oxydase au niveau tissulaire).

I. 1. Evolution du poids des rats (Figures 22 et 23)

Les données concernant le poids des rats ont été recueillies sur 1’ensemble des
cohortes de rats ¢élevés au laboratoire. Nous avons pu ainsi obtenir des données sur I’évolution
hebdomadaire du poids corporel jusqu’a 6 mois et ensuite les poids ont été relevés aux ages
étudiés au cours des différentes expérimentations de cette étude (12, 18, 24 et 31 mois).
L’évolution du poids des rats est caractérisée par une phase de forte croissance jusqu’a 2 mois
(la maturité sexuelle des rats). Ainsi, le poids des rats des 2 souches est multiplié par un
facteur d’environ 4 entre les ages de 1 et 2 mois. Ensuite la masse pondérale augmente mais
de maniere plus progressive (+49%, p < 0,0001, pour les rats Wistar et +29%, p < 0,0001,
pour les rats Lou/C entre 6 et 24 mois). A 31 mois, les rats Wistar présentent une diminution
de leur poids par rapport a 24 mois (-15%, p < 0,05) alors que le poids des rats Lou/C ne varie
pas entre ces deux ages.

Dés I’age de 3 jours, les rats Lou/C présentent un poids significativement inférieur a
celui des rats Wistars (6,1 g et 7,3 g respectivement, -17%, p < 0,0001). Cette différence de
poids se retrouve a tous les ages ¢tudiés et la différence est amplifiée au cours du
développement pour atteindre -46% a 1 mois. Au dela de 1 mois, la différence de poids entre
les rats Wistar et les rats Lou/C reste constante (-36%, -42%, -39%, -45% et -43%, p < 0.0001

aux ages 1, 6, 12, 18, 24 et 31 mois, respectivement).
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Figures 22-23. Evolution du poids des rats Lou/C () et des rats Wistar (=) de
3 a 161 jours (A) et de 1 a 24 mois (B).
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. * p < 0,05 représente une
différence significative entre les rats Wistar et les rats Lou/C.
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I. 2. Evolution du poids des organes (Tableau 4, Figures 24 et 25)

Les organes ont été pesés a 2, 6 et 24 mois.

Les poids du ceeur des rats Wistar et des rats Lou/C augmentent progressivement au
cours du vieillissement (+64%, p < 0.01, pour les rats Wistar entre 2 et 24 mois et +98%, p <
0.01, pour les rats Lou/C). Le cceur des rats Lou/C présente aux trois ages étudiés un poids
inférieur a celui des rats Wistar.

Le poids du cerveau des rats Lou/C est plus faible que celui des rats Wistar, mais cette
différence de poids n’est significative qu’a 6 et 24 mois (-18% et -12%, p < 0.01,
respectivement).

Les rats Lou/C présente aux trois ages, un foie de poids plus faible en comparaison
avec celui des rats Wistar.

Les différences de poids les plus remarquables concernent les tissus adipeux blancs,
c’est a dire les tissus qui servent a la mise en réserve des lipides. En effets, par rapport aux
rats Wistar, les rats Lou/C ont environ cinq fois moins de tissu adipeux blanc rétropéritonéal
quelque soit I’age. De plus, a 6 et 24 mois, les rats Lou/C présentent 3 a 4 fois moins de tissus
adipeux blanc épididymal que les rats Wistar. La mesure du poids du tissus adipeux blanc
rétropéritonéal est un bon reflet de 1’évolution de la masse de lipide des rats (Newby 1990).
On observe chez les rats Wistar une augmentation plus importante du poids du tissu adipeux
blanc rétropéritonéal ramené au poids des rats, en comparaison avec celle observée chez les
rats Lou/C (Figure 24).

Le poids du tissu adipeux brun interscapulaire des rats Lou/C présente des
différence moins marquées avec celui des rats Wistar. Par rapport aux rats Wistar, les rats
Lou/C ont un poids de tissu adipeux brun interscapulaire plus petit a 2 et 24 mois alors qu’a 6
mois on n’observe aucune différence.

Si on exprime les poids des différents organes en les rapportant aux poids des
animaux, chez les rats Lou/C, seuls les tissus adipeux blancs ont un poids inférieur a ceux des

rats Wistar a 2 et 6 et 24 mois (Figure 25).
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Figure 24. Evolution du poids de tissu adipeux blanc rétropéritonéal des
rats Lou/C et des rats Wistar en fonction du poids corporel a 2, 6 et 24
mois.
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Figure 25. Pourcentage de variation de la masse des différents organes
ramenée par 100 g de poids des rats Lou/C par rapport aux rats Wistar.
BAT : tissu adipeux brun, rWAT : tissu adipeux blanc rétropéritonéal, eWAT :
tissu adipeux blanc épididymal.
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Poids des . Tissu adipeux | Tissu adipeux blanc | Tissu adipeux blanc
rats (g) Coeur () Cerveau (g) Fole (¢) brun (g) rétropéritonéal (g) ¢épididymal (g)
Wistar 230+5.,4 0,756+0,022 1,77+0,07 9,71+0,33 0,523+0,019 2,425+0,159
2 mois Lou/C 145+4,2%* 0,487+0,032* 1,66+0,02 8,50+0,28* | 0,366+0,031* 0,442+0,019*
Différence -37% -36% -6% -13% -30% -82%
Wistar 422+16,4 1,002+0,042 2,17+0,03 11,81+0,48 0,376+0,044 8,123+0,662 11,12+0,93
6 mois Lou/C 270+5,2%* 0,782+0,040* 1,78+0,02* | 8,284+0,25* 0,307+0,023 1,877+0,190* 3,48+0,12*
Différence -36% -22% -18% -30% -18% -T7% -69
Wistar 622+18,1 1,243+0,049 2,15+0,04 17,09+1,37 0,992+0,102 17,05442,237 19,72+2,03
24 mois Lou/C 333+10,7* 0,965+0,01* 1,914£0,02*% | 11,49+0,6* | 0,455+0,061* 2,523+0,465%* 4,26+0,22*
Différence -46% -22% -12% -33% -54% -85% -78%

Tableau 4. Evolution du poids des organes des rats Wistar et des rats Lou/C a 2, 6 et 24 mois.
Les données sont exprimées en moyenne + SEM. * représente une différence significative entre les rats Wistar et les rats Lou/C (p < 0,05).
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I. 3. Marqueur d’adiposité : index de Lee (tableau 5)

L’index de Lee nous permet d’obtenir un index d’adiposité complémentaire des poids
de tissus adipeux blancs (racine cubique du poids de I’animal divisée par sa longueur naso-
anale). Il a été mesuré sur des rats agés de 6, 12, 24 et 31 mois. La valeur de I’index de Lee
est la plus ¢élevée a I’age de 12 mois chez les deux souches, on observe ensuite une diminution
de -5% (p < 0,05) chez les rats Wistar et de -13% (p < 0,01) chez les rats Lou/C a I’age de 24
mois par rapport a la valeur mesurée a 12 mois. A tous les ages les rats Lou/C présentent un
index d’adiposité inférieur a celui des rats Wistar (-5%, -7%, -6% et -14% a 6, 12, 18 et 24

mois, p < 0,01, respectivement).

Les rats Lou/C présentent a tous les Ages un poids plus faible que les rats Wistar.
Ce poids plus faible est notamment dii & une réduction marquée de la masse de tissus
adipeux blancs. Cette adiposité plus faible est confirmée par un index de Lee plus faible

chez les rats Lou/C.
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Age 6 mois 12 mois 24 mois 31 mois
souche Wistar Lou/C Wistar Lou/C Wistar Lou/C Wistar Lou/C
n=7 n=2_8 n=7 n=2_8 n=4 n=>5 n=3 n=4
Poids desrats | 522,3+124  256,0+4,4%* | 540,8 £21,1 312,8+8,6 * 634,7+3,1 3245+7,6* 542,0+50,7 308,5+10,1 *
Longueur naso- | 26,7 £0,2 22.1+05* 26,1 +4.4 233+3)5 27,8+ 0,1 23,6 £0,1 * 27,5+0,2 22,8 +0,2 *
anal (cm)
Index de Lee | 0,302 +0,001 0,288 +0,006 * | 0,313 +£0,005 0,292 +0,003 * | 0,309 + 0.003 0,291 + 0,003 * | 0,296 + 0,004 0,254 + 0,003 *

Tableau 5. Evolution au cours du vieillissement des valeurs servant au calcul de ’index de Lee, un indicateur d’adiposité.
Les données sont exprimées en moyenne = SEM. * représente une différence significative entre les rats Wistar et les rats Lou/C (p < 0,05)
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Il. ETUDE DE LA BALANCE ENERGETIQUE AU COURS DU VIEILLISSEMENT
CHEZ LE RAT LOU/C ET LE RAT WISTAR

II. 1. Prise alimentaire (Figure 26)

Au cours du vieillissement, les rats Wistar présentent une augmentation de la prise
alimentaire entre 1 et 12 mois (+39%, p < 0,05) (Figure 26 A). L’évolution de la prise
alimentaire des rats Lou/C présente le méme profil que celle des rats Wistar avec une
augmentation de la prise alimentaire de +39% (p < 0,05) entre 1 et 12 mois, mais a tous les
ages ¢tudiés elle demeure inférieure a celle des rats Wistar. Cette différence de prise
alimentaire entre les rats Lou/C et les rats Wistar est constante jusqu’a 12 mois
(respectivement, -31%, -29% et -31% a 1, 6 et 12 mois, p < 0,05) puis cette différence a
tendance a s’atténuer au cours du vieillissement (respectivement, -22% et -17% a 18 et 24
mois, p < 0,05).

Si on rapporte les valeurs de prise alimentaire a la masse métabolique estimée a partir
du poids corporel ¢élevé a la puissance 0,67, on observe chez les deux souches de rats une forte
diminution de la prise alimentaire entre 1 et 6 mois (-56% pour les rats Wistar, et -59% pour
les rats Lou/C, p < 0,05) (Figure 26 B). Ensuite, les rats Wistar présentent une diminution
progressive de leur prise alimentaire qui se traduit par une différence de -19% (p < 0,05) entre
la prise alimentaire a 6 mois et celle a 24 mois. Par contre, la prise alimentaire des rats Lou/C
est constante au cours du vieillissement. Nous n’observons pas de différence de prise
alimentaire rapportée a la masse métabolique (poids du rat élevé a la puissance 0,67) entre les
deux souches, excepté a 24 mois ou elle est plus importante chez les rats Lou/C par rapport

aux rats Wistar (+23%, p < 0,05).
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Figure 26. Prise alimentaire des rats Wistar et des rats Lou/C a 1, 6, 12,
18 et 24 mois.

Les résultats sont exprimés en Kcal/jour (A) ou en g/kg”® jour (B). *
représente une différence significative entre les rats Wistar et les rats Lou/C
(p <0,05).
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I1. 2. Dépense énergétique (Figure 27)

La dépense énergétique a été évaluée par calorimétrie indirecte chez des rats agées de
I, 6, 12, 18 et 24 mois. Les valeurs de dépense énergétique sont rapportées a la masse
métabolique estimée (poids du rat élevé a la puissance 0,67). On observe chez les rats Wistar
entre 1 et 6 mois une forte diminution de la dépense énergétique (-43%, p < 0,01) alors que
chez les rats Lou/C cette diminution est plus progressive (-28% entre 1 et 6 mois, p < 0,01, et
-14% entre 6 et 12 mois, p < 0,05). Ceci se traduit par une dépense énergétique supérieure
chez les rats Lou/C par rapport aux rats Wistar a 6 et 12 mois (respectivement, +21% et
+14%, p < 0,05). Entre 6 et 24 mois la dépense énergétique des rats Wistar est constante ainsi

que celle des rats Lou/C entre 12 et 24 mois.
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Figure 27. Dépense énergétique moyenne journaliére des rats Wistar et des rats
Lou/Cal,6,12, 18 et 24 mois.

Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM. * représente une différence significative
entre les rats Wistar et les rats Lou/C (p <0,05).

84 RESULTATS



I1. 3. Température des rats

La température rectale des rats a ¢té évalu¢ a 6, 24 et 31 mois a 1’aide d’un
thermocouple. Nous n’avons pas observé de différence de température interne entre les deux
souches de rats. En effet les températures obtenues étaient 36,95 + 0,12 °C pour les rats
Wistar et de 37,35 = 0,03 °C pour les rats Lou/C a 6 mois, 37,03 + 0,04 °C pour les rats
Wistar et 36,94 + 0,04 °C pour les rats Lou/c a 24 mois et 37,17 £ 0,20 °C pour les rats Wistar
et 37,15 + 0,16 pour les rats Lou/C a 31 mois.

I1. 4. Activité locomotrice spontanée des rats Wistar et Lou/C a 6 mois (Figure 28)

L’activité locomotrice spontanée des animaux est mesurée a 1’aide d’un actimetre qui
nous permet d’analyser les mouvements a I’avant et a I’arriere de la cage, les va-et-vient ainsi
que les redressements des rats pendant un nycthémere.

Les deux souches de rats présentent une augmentation de leur activité locomotrice
durant la phase nocturne par rapport a la phase diurne. Le nombre de va-et-vient des rats
Wistar est augmenté de 200% (p < 0,0001) entre la phase diurne et la phase nocturne, celui
des mouvements a I’avant et a I’arriére de la cage est augmenté de 127% (p < 0,0001) et le
nombre de redressements s’accroit de 162% (p < 0,0001). Pour les rats Lou/C, on retrouve
¢galement cette augmentation de I’activité locomotrice entre la période diurne et nocturne
mais dans une moindre mesure (+60%, p < 0,01 pour les va-et-vient; +69%, p < 0,0001 pour
les mouvements a I’avant et a ’arriére de la cage et +10%, NS, pour les redressements).

L’ANOVA générale montre, pour les trois types de mouvements enregistrés, un effet
li¢ a la souche (F; 14 = 38,4, p < 0,0001 pour les va-et-vient; F; 14 = 12,1, p < 0,01 pour les
redressements, F; 14 = 34,5, p <0,0001 pour les mouvements a I’avant et a I’arriére de la cage)
ainsi qu’une interaction entre 1’effet 1i¢ au décours temporel et ’effet li¢ a la souche (Fa3 602 =
6,0, p <0,0001 pour les va-et-vient; Fa3 602 = 2,3, P < 0,0001 pour les redressements ; Fa3 602 =
2,2, p <0,0001 pour les mouvements a 1I’avant et a 1’arriére de la cage). Sur ’ensemble de la
période de mesure, on observe que les rats Lou/C présentent une activité locomotrice
spontanée supérieure a celle des rats Wistar (+96%, p < 0,0001 pour les va-et-vient, +82%, p
< 0,0001 pour les redressements et +59%, p < 0,0001 pour les mouvements a 1’avant et a
I’arriere de la cage). Si on analyse les données en fonction des phases nocturnes ou diurnes,
on observe les mémes résultats. Ainsi, durant la phase diurne, les rats Lou/C présentent 3 fois

plus de va-et-vient (p < 0,0001), 3 fois plus de redressements (p < 0,0001) et 2 fois plus de
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mouvements a 1’avant et a Parricre de la cage (p < 0,0001) que les rats Wistars. Durant la
phase nocturne, on observe 64% (p < 0,0001) de va-et-vient, 36% (p < 0,01) de redressements
et 45% (p < 0,0001) de mouvements a 1’avant et a 1’arriére de la cage en plus chez les rats

Lou/C par rapport aux rats Wistar.

hY

Les rats Lou/C présentent une prise alimentaire rapportée a la masse
métabolique, identique a celle des rats Wistar a tous les dges sauf a 24 mois ou elle est
supérieure.

La dépense énergétique des rats Lou/C n’est supérieure a celle des rats Wistar
qu’a 6 et 12 mois et leur température corporelle n’est pas différente. Les rats Lou/C

présentent une activité locomotrice spontanée supérieure a celle des rats Wistar.
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Figure 28. Enregistrement des mouvements pendant 24 h des rats Wistar et des rats Lou/C. En
grisé la période nocturne.

Les résultats sont exprimés en somme des mouvements + SEM par tranche de 30 min. Les
histogrammes a droite des graphiques représentent la moyenne des mouvements sur une tranche de
30 min durant la phase diurne ou la phase nocturne. * représente une différence significative
(P<0,05) entre les rats Wistar et les rats Lou/C (n = 8 dans chaque groupe).

87 RESULTATS



IL. 5. Activité cytochrome oxydase au niveau tissulaire (Tableau 6)

Tout d’abord, on constate chez les deux souches une activité¢ cytochrome oxydase
beaucoup plus faible dans le tissu adipeux blanc que dans le foie et dans le tissu adipeux brun.
Les rats Lou/C présentent une activité cytochrome oxydase plus importante (+80%, p < 0,05)
dans le tissu adipeux blanc rétropéritonéal par rapport aux rats Wistar a 6 mois alors que dans

le foie et le tissu adipeux brun aucune différence n’est observée entre les deux souches.

Tissu adipeux blanc

Foie . Tissu adipeux brun
rétropéritonéal
Rats Wistar
5 21718 £ 3325 201 +38 11173 £ 980
n =
Rats Lou/C
6 22955 + 2606 362 £ 60 * 13914 + 2373
n =

Tableau 6. Activité cytochrome oxydase dans le foie, le tissu adipeux blanc
rétropéritonéal et dans le tissu adipeux brun chez des rats Wistar et Lou/C agés de 6
mois.

Les résultats sont exprimés en nanoatome d’oxygene par minute et par g de tissu. Les données
sont exprimées en moyenne = SEM. * représente une différence significative entre les rats
Wistar et les rats Lou/C (p < 0,05).
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lll. ACTIVITE CATECHOLAMINERGIQUE PERIPHERIQUE CHEZ LES RATS
LOU/C ET LES RATS WISTAR

Le systeme nerveux sympathique intervient dans le contrdéle de la balance énergétique
grace a I’innervation noradrénergique des principaux organes impliqués dans la mise en
réserve des substrats énergétiques et grace a la stimulation de la dépense énergétique

notamment de via thermogen¢se.

Y Systéme monoaminergique central

Entrées \4

Systeme nerveux
ﬂ sympathique

Métabolisme > pevCeric (foie, TS
ipides (tissus adipeux

Réserves

Thermogenése /

Activité

Dépenses <

Dépenses obligatoires
(fonctionnement)

Intervention du systéme monoaminergique central et du systéme nerveux
sympathique sur la régulation de la balance énergétique.

Au niveau périphérique, I’activité catécholaminergique est évaluée par mesure de
I’accumulation de L-DOPA aprés blocage pharmacologique de la L-aromatic acid
decarboxylase avec du NSD-1015 pendant 20 minutes. Ceci nous permet d’évaluer I’activité
de la tyrosine hydroxylase, I’enzyme limitante de la synthése des catécholamines. Par ailleurs,

on détermine le contenu en noradrénaline dans les organes périphériques.
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ITII. 1. Activité catécholaminergique et contenu en noradrénaline dans les organes

périphériques (Tableaux 7 et 8, Figure 29)

Spécifiquement dans les tissus adipeux blancs, ’activité catécholaminergique ainsi
que le contenu en noradrénaline sont fortement augmentés chez les rats Lou/C comparés aux
rats Wistar.

Ainsi dans le tissu adipeux blanc rétropéritonéal, les rats Lou/C présentent une
activité catécholaminergique supérieure de 38% (p < 0,05) et 87% (p < 0,01) a celle des rats
Wistar respectivement a 2 et 6 mois et un contenu en noradrénaline supérieur de 85% (p <
0,01) a 6 mois. Dans le tissu adipeux blanc épididymal on retrouve les mémes différences
avec une activité catécholaminergique de 62% (p < 0,01) supérieure chez les rats Lou/C par
rapport aux rats Wistar a 6 mois. Le contenu en noradrénaline est de 57% (p < 0,01) supérieur
a 6 mois. L’activité de la tyrosine hydroxylase dans le tissu adipeux brun des rats Lou/C n’est
supérieure a celle des rats Wistar qu’a I’age de 6 mois (+54%, p <0,01).

Par contre dans le foie, on observe chez les rats Lou/C une activité
catécholaminergique plus faible que chez les rats Wistar (-50% et -54%, p < 0,01,
respectivement a 2 et 6 mois).

Aucune différence d’activité catécholaminergique dans le ceeur n’est observée entre
les rats Lou/C et les rats Wistar a 2 et 6 mois, mais les rats Lou/C présentent une plus forte

quantité de noradrénaline dans le cceur que les rats Wistar a 6 mois (+33%, p < 0,01).
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Figure 29. Variation de Dactivité catécholaminergique dans les tissus
périphériques des rats Lou/C par rapport aux rats Wistar.

BAT : tissu adipeux brun, rWAT : tissu adipeux blanc rétropéritonéal, eWAT :
tissu adipeux blanc épididymal.
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Tissu adipeux blanc Tissu adipeux

Coeur Foie Tissu adipeux brun . o
rétropéritonéal blanc épididymal
A 2 mois 6 mois 2 mois 6 mois 2 mois 6 mois 2 mois 6 mois 2 mois 6 mois
e
8 n=9 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
185,02 81,96 287,39 211,5 156,84 1243 97,87 12,42 27,22
Rats Wistar nd
+ 11,07 +9,79 + 38,54 +11,9 +42,12 +179 + 13,96 +1,12 +4.27
213,22 96,94 144,84 98,0 161,08 191,1 135,21 23,28 44,09
Rats Lou/C nd
+ 12,40 + 8,96 +7,57 * +10,1 * +£12,26 +113* +637* £2,13* + 3,69 *

Tableau 7. Mesure de Pactivité in vivo de la tyrosine hydroxylase dans le ceeur, le foie, le tissu adipeux brun, le tissu adipeux blanc
rétropéritonéal et épididymal des rats Wistar et des rats Lou/C 4gés de 2 et 6 mois : accumulation de L-DOPA 20 minutes apres blocage
pharmacologique de la L-aromatic acid decarboxylase par le NSD-1015. Les résultats sont exprimés en pmol de L-DOPA accumulée par
gramme de tissus et pour 20 minutes.

Les données sont exprimées en moyenne = SEM. * représente une différence significative entre les rats Wistar et les rats Lou/C (p < 0,05).

Tissu adipeux  Tissu adipeux blanc  Tissu adipeux blanc

Coeur Foie ) o
brun rétropéritonéal ¢pididymal
Rats Wistar 6144 +336  708.6+77.2 3092+ 394 85.7+7.2 278.9 +50.9
Rats Lou/C 8163311 * 550.2+48.0 4560 +326%* 158.7+10.2 * 437.6 £51.7 *

Tableau 8. Contenu en noradrénaline dans le coeur, le foie, le tissu adipeux brun, les tissus adipeux blancs rétropéritonéal et épididymal
des rats Wistar et des rats Lou/C agés de 6 mois. Les résultats sont exprimés en pmol de noradrénaline par gramme de tissus.

Les données sont exprimées en moyenne = SEM avec n = 8 dans chaque groupe. * représente une différence significative entre les rats Wistar et
les rats Lou/C (p < 0,05).
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I11. 2. Contenu en catécholamines de la glande surrénale (Tableau 9)

Le poids des glandes surrénales des rats Lou/C est inférieur a celui des rats Wistar a 6
mois (-33%, p < 0,01). Corrélativement, on observe une diminution de la quantité¢ de
catécholamines dans les glandes surrénales des rats Lou/C en comparaison avec celles des rats
Wistar. Ainsi il y a -24% (p < 0,05) de dopamine, -68% (p < 0,01) de noradrénaline et -50%

d’adrénaline dans les glandes surrénales des rats Lou/C par rapport aux rats Wistar.

Contenu en Contenu en Contenu en
Poids (mg)
dopamine (pmol) | noradrenaline (pmol) | adrenaline (pmol)
Rats Wistar
q 256+ 1.8 578 +£41 38330 + 2827 161041 + 4194
n =
Rats Lou/C
g 172+12%* 437 £29 * 12312 + 1068 * 97421 + 4679 *
n =

Tableau 9. Poids de la glande surrénale et contenu en dopamine, noradrénaline et
adrénaline chez des rats Wistar et des rats Lou/C agés de 6 mois.
* représente une différence significative entre les rats Wistar et les rats Lou/C (p < 0,05).

Par rapport aux rats Wistar, les rats Lou/C présentent une activité
catécholaminergique augmentée spécifiquement dans les tissus adipeux. Le contenu en

catecholamines de leur glande surrénale est diminué par rapport aux rats Wistar.
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IV. PROFIL MONOAMINERGIQUE DES STRUCTURES CENTRALES
IMPLIQUEES DANS LA REGULATION DE LA PRISE ALIMENTAIRE ET DE LA
DEPENSE ENERGETIQUE.

Les catécholamines centrales et dans une moindre mesure la sérotonine controlent le
systtme nerveux sympathique notamment par leurs actions au niveau des noyaux
hypothalamiques. De plus ces monoamines jouent un role prépondérant dans le contrdle de la
prise alimentaire. L’évaluation du profil monoaminergique central des rats Lou/C en
comparaison aux rats Wistar va nous permettre de déterminer 1’origine des modifications de
I’activité sympathique observées chez les rats Lou/C et de déterminer le role des monoamines
centrales dans la balance énergétique particuliere du rat Lou/C.

Au niveau des structures centrales on mesure 1’activité sérotoninergique et 1’activité
catécholaminergique aprés blocage pharmacologique de la L-aromatic acid decarboxylase
avec du NSD-1015 pendant 20 minutes. Cette mesure nous permet de déterminer 1’activité de
la tryptophane hydroxylase, et de la tyrosine hydroxylase qui sont les enzymes limitantes
respectivement de la synthése de la sérotonine et des catécholamines. On mesurera ¢galement
les contenus en noradrénaline, en sérotonine et en acide 5-hydroxyindolamine qui est un
produit du métabolisme de la sérotonine. Les structures centrales sont prélevées par la

technique de punching et les quantifications s’effectuent par HPLC-ED.

IV. 1. Comparaison des contenus en monoamines et des activités des enzymes entre les

différentes structures du systéme nerveux central

Les résultats présentés dans les figures 30 et 31 sont les valeurs de contenu en
monoamines, d’accumulation de L-DOPA ou d’accumulation de 5-HTP rapportées au poids
des punchs, ce qui permet de comparer 1’activité catécholaminergique ou sérotoninergique des
différentes structures entre elles. On note ainsi que le locus coeruleus, qui est le groupe
cellulaire noradrénergique le plus important du systéme nerveux central, présente 1’activité
tyrosine hydroxylase in vivo la plus élevée aussi bien chez les rats Lou/C que chez les rats
Wistar. De méme, les raphés dorsalis et médian qui sont les deux principales structures
sérotoninergiques centrales, présentent la plus grande activité tryptophane hydroxylase chez

les deux souches de rats.
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IV. 2. Profil catécholaminergique central des deux souches (Tableau 10)

On observe a 2 mois une accumulation de L-DOPA dans les groupes A1C1, A2C2
caudal et A5 plus faible chez les rats Lou/C que chez les rats Wistar (-34%, -38% et -31%, p
< 0,01, respectivement). L’activité de la tyrosine hydroxylase reste plus faible a 6 mois dans
le groupe A2C2 chez les rats Lou/C (-26%, p < 0,05) par contre D’activité tyrosine
hydroxylase est augmentée dans le raphé médian (+67%, p < 0,01) et dans le noyau
hypothalamique paraventriculaire (+19%, p < 0,05). Par rapport aux rats Wistar, les rats
Lou/C ont un contenu en noradrénaline plus faible dans A2C2, A6 et dans le noyau

hypothalamique ventromédian (respectivement, -32%, -20% et -34%, p < 0,05).

IV. 3. Profil sérotoninergique central des deux souches (Tableau 11)

Concernant le profil sérotoninergique, on observe globalement une diminution de
I’activité de la 5-hydroxytryptophane chez les rats Lou/C par rapport aux rats Wistar. Ainsi a
2 mois les rats Lou/C présentent une accumulation en 5-HTP inférieure a celle des rats Wistar
dans les noyaux A1C1, A2C2 rostral et A5 (-23% ,-26% et -38%, p < 0,01, respectivement),
dans le raphe médian (-26%, p < 0,05) et dans le noyau hypothalamique ventromédian (-22%,
p < 0,05). A 6 mois, on retrouve une diminution de cette accumulation chez les rats Lou/C
dans les noyaux A5 et A6 (-54%, p < 0,01 et -24%, p < 0,05, respectivement). Entre les deux
souches, aucune différence concernant le contenu en sérotonine des structures centrales a été
observée a 6 mois excepté une augmentation dans le raphe médian des rats Lou/C (+34%, p <
0,01). Le ratio 5-HIAA/sérotonine, index du métabolisme sérotoninergique, est légérement
diminué chez les rats Lou/C par rapport aux rats Wistar dans le noyau A6 (-10%, p < 0,05) et

dans les raphés dorsalis et médian (-8% et -18%, p < 0,05, respectivement).

L’activité in vivo de la tyrosine hydroxylase ainsi que les contenus en
noradrénaline sont diminués dans les groupes cellulaires catécholaminergiques ainsi que
dans I’hypothalamus ventromédian des rats Lou/C par rapport aux rats Wistar. Le
profil sérotoninergique central des rats Lou/C semble étre peu différent de celui des rats

Wistar.
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Accumulation de L-DOPA

1

Contenu en noradrénaline

pmol.20 min pmol
2 mois 6 mois 6 mois
ALCI Rats Wistar | 10,76 + 0,76 nd nd
Rats Lou/C | 7,14+0,61 * nd nd
A2 caudal Rats Wistar 9,98 + 0,83 8,11 £0,76 22,23 £1,93
Rats Lou/C | 6,17 +£0,31 * 6,03 +0,35* 15,05+ 1,38 *
A2 rostral Rats Wistar 4,10 £ 0,45 | A 6 mois la partie caudale et la partie rogtrale
Rats Lou/C 3,36 £ 0,26 du noyau A2C2 n’ont pas été différencices
AS Rats Wistar 3,27+0,27 2,94 + 0,20 17,55 £3,99
Rats Louw/C | 2,25+0,20 * 2,69+ 0,21 14,33 £ 1,01
A6 Rats Wistar | 23,94 +2,25 12,58 £ 1,17 38,52 £2,34
Rats Lou/C | 19,26 + 1,96 12,12 £ 1,01 30,83 £2,66 *
) Rats Wistar 3,74 +£ 0,61 2,43 +0,51 5,72 +0,28
Raphe median
Rats Lou/C 6,56 + 1,53 4,06+ 091 * 6,54 + 0,25
Raphe dorsalis Rats Wistar 4,57 + 0,45 4,67 +0,41 24,69 +£2,10
Rats Lou/C 3,67 0,20 4,77 + 0,20 22,92 + 1,06
Noyau hypothalamique | Rats Wistar 4,89 + 0,39 4,61 £0,35 50,59 + 5,60
ventromedian Rats Lou/C 4,87+ 0,84 4,56 + 0,25 33,28 £1,69 *
Noyau hypothalamique | Rats Wistar nd 2,99 + 0,20 18,31 £ 1,07
paraventriculaire Rats Lou/C nd 3,55+0,25 * 23,38 £ 6,26

Tableau 10. Activité in vivo de la tyrosine hydroxylase (accumulation de L-DOPA 20 minutes
apreés blocage pharmacologique de la L-aromatic acid decarboxylase par le NSD-1015) et
contenu en noradrénaline dans les noyaux catécholaminergiques A1C1, A2C2, AS et A6, dans

les noyaux

sérotoninergiques,

raphe dorsalis et raphe median et dans le noyau

hypothalamique ventromédian et paraventriculaire des rats Wistar et des rats Lou/C.
Les données sont exprimées en moyenne £ SEM. * représente une différence significative entre les

rats Wistar et les rats Lou/C (p < 0,05).
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Accumulation de 5-HTP Cc’)ntenu. en Rapport
pmol.20 min 1 sérotonine 5,-HIAA
pmol /sérotonine
2 mois 6 mois 6 mois 6 mois
ALC] Rats Wistar 4,79 + 0,38 nd nd nd
Rats Lou/C 3,68+£0,19 * nd nd nd
A2C2 caudal Rats Wistar 2,68 +0,18 9,85 + 0,64 17,61 £ 1,14 1,28 +0,15
Rats Lou/C 2,55+0,15 7,174 £ 0,44 15,17+ 1,71 1,03 £ 0,07
A2C2 rostral Rats Wistar 5,09+ 0,33 A 6 mois la partie caudale et la partie rogtrale du
Rats Lou/C 3,76 £ 0,19 * noyau A2C2 n’ont pas été différenciées
A5 Rats Wistar 2,72+0,15 2,95+ 0,67 5,7+0,72 1,93 +£0,12
Rats Lou/C 1,70+ 0,12 * | 1,36 + 0,67 * 7,04 £ 0,61 1,37 £ 0,04
A6 Rats Wistar 4,31 +0,30 7,99 +£ 0,23 10,54 £ 0,39 1,47 £ 0,05
Rats Lou/C 3,80+ 0,25 6,04 +£0,48 * 10,63 £ 0,69 1,23 £0,05 *
o Rats Wistar 6,55+ 0,55 13,6 £ 1,28 9,03+ 0,74 1,37 £ 0,05
Raphe médian
Rats Lou/C 4,86 + 0,40 * 12,1 £0,52 12,10 £ 0,82 * 1,12+0,05 *
Raphe dorsalis Rats Wistar 12,26 £ 1,63 30,11 £ 1,36 20,49 £ 0,75 2,24 + 0,06
Rats Lou/C 9,27 + 1,09 28,84 +£2,00 21,25+ 0,86 2,05 +0,04 *
Noyau hypothalamique | Rats Wistar 2,16 + 0,14 6,11 +£0,32 17,89 £ 1,16 0,90 £ 0,08
ventromédian Rats Lou/C 1,68 £ 0,10 * 5,13 £0,36 16,25 + 1,24 0,96 + 0,06
Noyau hypothalamique | Rats Wistar nd 3,31+£0,42 7,59+ 0,28 1,42 + 0,09
paraventriculaire Rats Lou/C nd 3,00 + 0,20 6,79 £ 0,29 1,48 £ 0,1

Tableau 11. Activité in vivo de la 5-hydroxy-tryptophane hydroxylase (Accumulation de 5-
hydroxytryptamine (5-HTP) 20 minutes aprés blocage pharmacologique de la L-aromatic acid
decarboxylase par le NSD-1015), contenu en sérotonine et rapport 5-hydroxyindolamine acide
(5-HIAA)/sérotonine dans les noyaux catécholaminergiques A1C1, A2C2, AS et A6, dans les
noyaux sérotoninergiques, raphe dorsalis et raphe médian et dans les noyaux
hypothalamiques ventromédian et paraventriculaire des rats Wistar et des rats Lou/C. Les
données sont exprimées en moyenne + SEM. * représente une différence significative entre les rats
Wistar et les rats Lou/C (p < 0,05).
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Figure 30. Accumulation de L-DOPA 20 minutes aprés blocage pharmacologique de
la L-aromatic acid decarboxylase par le NSD-1015 et contenu en noradrénaline dans
les noyaux catécholaminergiques A1C1, A2C2, A5 et A6 et dans les noyaux
hypothalamiques ventromédian (VMN) et paraventriculaire (PVN) des rats Wistar et
des rats Lou/C agés de 6 mois.

Les résultats sont exprimés par rapport au poids sec des punchs. * représente une différence
sionificative entre les rats Wistar et les rats T.on/C (n < 0.05).
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Figure 31. Accumulation de S5-hydroxytryptophane 20 minutes aprés blocage
pharmacologique de la L-aromatic acid decarboxylase par le NSD-1015, contenu en
sérotonine et rapport S-HIAA/sérotonine dans le noyau noradrénergique A6, dans les
noyaux sérotoninergiques (raphe dorsal et médian) et dans les noyaux
hypothalamiques ventromédian (VMN) et paraventriculaire (PVN) des rats Wistar et
des rats Lou/C agés de 6 mois.

Les résultats sont exprimés par rapport au poids sec des punchs. * représente une différence
cionificative entre leq rate Wigtar ef leg rate T.on/C (n < 0 05)
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V. CONCENTRATIONS PLASMATIQUES D’HORMONES IMPLIQUEES DANS LE
CONTROLE DE LA BALANCE ENERGETIQUE CHEZ DES RATS LOU/C ET DES
RATS WISTAR AU COURS DU VIEILLISSEMENT.

La leptine ainsi que I’insuline sont sécrétées en fonction de la quantité de tissu adipeux
et vont informer les centres de I’état énergétique de 1’organisme. Etant donné que le rat Lou/C
ne développe pas d’obésité avec I’age, il est intéressant de quantifier le taux d’insuline et de
leptine circulantes afin de déterminer leurs roles dans la balance énergétique particuliere du
rat Lou/C. On pourra également déterminer a ’aide de cette souche quelle est la part relative
du vieillissement ou de I’obésité dans I’installation des résistances a I’insuline et la leptine
qu’on observe chez des animaux agés.

Prise alimentaire

Leptine
Insuline
Glucose

Glucose

Nogadrenaline
Tissu Adipeux
Blanc

Boucle de rétrocontrole du métabolisme énergétique
(D'apres Nonogaki 2000, Pénicaud et al. 2000, Rayner 2001)

Tissu Adipeux
Brun

Les concentrations d’insuline et de leptine plasmatiques ont ét¢ dosées a I’aide d’un
kit radioimmunologique (Linco Research, Inc. St Charles, MO), aprés prélévement de sang
par la veine de la queue chez des rats agées de 1, 6, 12, 18 et 24 mois. La glycémie est évaluée

a I’aide d’un analyseur Beckman.
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V. 1. Insulinémie (Tableau 12, Figure 32)

Les rats Wistar présentent une insulinémie stable de 1 a 12 mois et ensuite, on observe
une augmentation marquée de I’insulinémie entre 12 et 18 mois (+72%, p < 0,01). A 24 mois,
I’insulinémie a tendance a diminuer. Les rats Lou/C ne présentent aucune augmentation de
I’insulinémie au cours du vieillissement. On observe ainsi une plus faible insulinémie a 18 et

24 mois (respectivement, -70% et -66%, p < 0,01) chez les rats Lou/C par rapport aux rats

Wistar.
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Figure 32. Concentration plasmatique d’insuline chez les rats Wistar et
les rats Lou/C a 1, 6, 12, 18 et 24 mois.

Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM. a représente une différence
significative entre les rats Wistar et les rats Lou/C (p<0,05). b représente une
différence significative (p<0,05) entre différents ages chez les rats Wistar
(aucune variation significative de I’insulinémie n’étant observée au cours du
vieillissement chez les rats Lou/C).

V. 2. Concentration en leptine plasmatique (Tableau 12, Figure 33)

La concentration de leptine plasmatique des rats Lou/C augmente progressivement au
cours du vieillissement (multipliée par 5 entre 1 et 24 mois) alors que celle des rats Wistar
présente une augmentation soutenue jusqu’a 12 mois (multipli¢ par 22, entre 1 et 12 mois) et
un plateau entre 12 et 18 mois suivi d’une diminution a 24 mois. La leptinémie des rats Lou/C
est inférieure a celle des rats Wistar a partir de 6 mois (respectivement, -76%, -86%, -81% et -

67%,p <0,01,a6, 12, 18 et 24 mois).
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Figure 33. Concentration plasmatique de leptine chez les rats Wistar et
les rats Lou/C a 1, 6, 12, 18 et 24 mois.

Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM. a représente une différence
significative entre les rats Wistar et les rats Lou/C (p<0,05). b représente une
différence significative entre deux ages successifs chez les rats Wistar
(»<0,05). On observe chez le rat Lou/C une augmentation progressive de la
concentration de leptine plasmatique avec une différence significative entre
le premier et le 24°™ mois.

V. 3. Glycémie (Tableau 12, Figure 34)

Chez les 2 souches de rats, on observe une diminution significative de la glycémie au
cours du vieillissement (-33% chez les rats Wistar entre 1 et 24 mois et -35 % chez les rats
Lou/C, p<0,05). La glycémie des rats Lou/C est plus faible que chez les rats Wistar a 6 et 18
mois (respectivement -19% et -12%, p<0,05).
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Figure 34. Concentration plasmatique de glucose chez les rats Wistar et
les rats Lou/C a 1, 6, 12, 18 et 24 mois.

Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM. * représente une différence
significative entre les rats Wistar et les rats Lou/C (p<0,05).

VI. DETERMINATION DE LA SENSIBILITE PERIPHERIQUE A L’INSULINE DES
RATS WISTAR ET LOU/C

La sensibilité périphérique a 1’insuline des rats Lou/C et Wistar a ét¢ mesurée a 22
mois, a I’aide de la technique du clamp euglycémique-insulinique.

L’insulinémie basale était de 1.68 + 0.452 ng/ml pour les rats Wistar et de 0.923 +
0.119 ng/ml pour les rats Lou/C (-45%, p < 0.05). La quantité de glucose injectée afin de
maintenir une glycémie constante durant une perfusion de 6mU/kg.min d’insuline était de
30.8 £ 4.0 mg/kg.min pour les rats Lou/C et de 16.7 + 2.7 mg/kg.min pour les rats Wistar (p <
0.05) (Figure 35).
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Figure 35. Sensibilité périphérique a ’insuline mise en évidence par la technique de clamp
euglycémique-insulinique sur des rats Wistar et Lou/C de 22 mois. On mesure la quantité
de glucose nécessaire pour maintenir une glycémie constante chez des rats perfusés avec de
I’insuline a un débit de 6 mU/Kg.min.

La glycémie est repréntée par des losanges noirs pour les rats Wistar et des losanges blancs pour
les rats Lou/C. Le taux d’infusion de glucose est représenté par des carrés noirs pour les rats
Wistar et par des carrés blancs pour les rats Lou/C. Les résultats sont exprimés en moyenne [
SEM.
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Age en mois

1 6 12 18 24
Rats Wistar  2,64+0,76 2,44+0,63 3,21+1,15 5,53%+1,02 4+0,10
Concentration plasmatique n=9 n=4 n=3 n=6 n=3
d'insuline ng/ml Rats Lou/C  1,18+0,26 1,75+0,12 1,42+0,19 1,65+0,38* 1,36+0,12*
n=8 n=7 n=10 n=7 n=5
-59% -28% -56% -70% -66%
Rats Wistar ~ 0,85+0,18 8,24+1,91 19,09+1,10  19,06+2,15 12,70+3,92
Concentration plasmatique de n=10 n=6 n=10 n=8 n=3
leptine ng/ml Rats Lou/C  0,76+0,18 1,97+0,71* 2, 71£1,27*  3,71+0,57*  4,13+0,70*
n=10 n=9 n=10 n=8 n=5
-11% -76% -86% -81% -67%
Rats Wistar  9,16+0,42 8,11+0,68 7,31+0,18 7,48+0,40 6,18+0,46
Glycémie n=10 n=6 n=10 n=7 n=4
mM/L Rats Lou/C  8,37+0,36 6,60+0,22* 7,43£0,16 6,56+0,31* 5,48+0,15
n=10 n=7 n=10 n=7 n=5
-9% -19% 2% -12% -11%

Tableau 12. Evolution de la concentration plasmatique d'insuline, de leptine et de glucose chez les rats Wistar et
les rats Lou/C a 1, 6, 12, 18 et 24 mois.
Les données sont exprimées en moyenne + SEM. * représente une différence significative entre les rats Wistar et les rats Lou/C

(p <0,05).
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Les deux souches n’ont pas le méme profil d’évolution de leurs hormones
marqueurs de leur statut énergétique au cours du vieillissement :

Contrairement au rat Wistar qui présente un pic d’insulinémie, le rat Lou/C
conserve une insulinémie stable et inférieure a celle du rat Wistar au cours du
vieillissement. La concentration plasmatique de leptine chez le rat Wistar croit de
maniére marquée de 1 a 12 mois chez les rats Wistar alors que celle des rat Lou/C
augmente plus progressivement et de maniére moins marquée. La glycémie des deux
souches diminue légérement au cours du vieillissement et les rats Lou/C présentent une
glycémie inférieure a celle des rats Wistar. Le non-développement d’une résistance

périphérique a P’insuline est attesté par un taux d’infusion de glucose supérieur chez le

rat Lou/C par rapport au rat Wistar.
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Le rat Lou/C est une souche de rat présentée a la fois comme un modele de
vieillissement sain et de non-développement d’obésité.

Nos principaux objectifs, au cours de cette étude, étaient :

1) de caractériser la balance énergétique du rat Lou/C au cours du vieillissement.

2) de définir I’implication du systétme nerveux sympathique périphérique dans le
métabolisme particulier de ce rat.

3) de déterminer 1’évolution au cours du vieillissement de la concentration
plasmatique d’insuline et de leptine, deux hormones informant les centres du statut
énergétique de 1’organisme chez le rat Lou/C.

4) d’¢évaluer le réle dans le non-développement de 1’obésit¢é du rat Lou/C, des
monoamines dans les structures centrales impliquées a la fois dans la régulation de la prise

alimentaire et de la dépense énergétique.

Nous avons montré que le rat Lou/C présentait a tous les ages un poids inférieur au rat
Wistar notamment a cause d’une adiposité plus faible (masse des tissus adipeux blancs et
index de Lee). Un dépense énergétique supérieure a 6 et 12 mois chez le rat Lou/C ainsi
qu’une plus faible prise alimentaire a tous les ages par rapport au rat Wistar pourraient étre a
I’origine de I’absence d’accumulation de réserve énergétique chez les rats Lou/C.

Les rats Lou/C présentent une activité sympathique augmentée spécifiquement dans
les tissus adipeux blancs, impliqués dans la mise en réserve des lipides, et dans le tissu
adipeux brun, impliqué dans la thermogenése, alors que dans le foie, I’activité sympathique
est diminuée.

Au cours du vieillissement, I’insulinémie des rats Wistar augmente fortement alors que
celle des rats Lou/C reste constante. Ce non-développement d’une résistance a I’insuline est
confirmé par un taux d’infusion de glucose plus faible chez le rat Lou/C par rapport au rat
Wistar, lors d’un test euglycémique-hyperinsulinique. La leptinémie des rats Lou/C augmente
au cours du vieillissement, mais de maniére beaucoup moins marquée que la leptinémie des
rats Wistar.

On observe une diminution du profil catécholaminergique central dans le noyau
hypothalamique ventromédian ainsi que dans les noyaux catécholaminergiques A2C2 et A6.
Le profil sérotoninergique central des rats Lou/C différe peu par rapport a celui des rats

Wistar.
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I. LES RATS LOU/C REGULENT LEUR BALANCE ENERGETIQUE AU COURS
DU VIEILLISSEMENT

Vieillissement et dépense énergétique

Les rats des deux souches présentent une diminution de leur dépense énergétique entre
1 et 6 mois. Cette diminution est en accord avec les résultats de lossa et al (1999) qui
observent une baisse de la dépense énergétique durant les deux premiers mois chez le rat. Par
ailleurs, lossa et al, montrent que cette diminution n’est pas due a une diminution du
métabolisme basal et suggerent qu’elle serait plutdt due a une diminution de 1’effet thermique
des aliments et/ou une diminution de 1’activité locomotrice.

McCarter et Palmer (1992) montrent une diminution de la dépense énergétique
exprimée en fonction de la masse métabolique entre 6 et 18 mois et une augmentation entre
18 et 24 mois chez le rat. Mais d’autres études montrent une baisse progressive du
métabolisme basal chez le rat au cours du vieillissement (Even et al, 2001). Nous observons,
chez les deux souches, une tendance a une diminution de la dépense énergétique entre 6 et 24
mois. Even et al (2001) attribuent cette baisse du métabolisme avec I’age, a la fois a une
diminution de la masse métabolique des animaux ainsi qu’a une diminution spécifique de

I’activité métabolique des tissus.

Restriction alimentaire et vieillissement sain

Entre 24 et 31 mois on observe une diminution du poids des rats Wistar. Le
phénoméne de sénescence est associé a une diminution de la masse des rats. Une diminution
de la prise alimentaire dés 13 mois (Ichikawa et al, 1987, Blanton et al, 1998, Matsumoto et
al, 2000) est en partie responsable de cette baisse de poids. Nous retrouvons cette diminution
de prise alimentaire chez nos rats Wistar (-19% entre 6 et 24 mois, lorsque la prise alimentaire
est exprimée en fonction de la masse métabolique). Les rats Lou/C conservent un poids et une
prise alimentaire constante a partir de 6 mois et jusqu’a 31 mois. Des résultats récents
montrent qu’une restriction alimentaire tout au long de la vie, limite 1’apparition de la baisse

de poids au moment de la sénescence chez le rat (Black et al, 2003).
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Une restriction alimentaire a long terme engendre une diminution de la dépense
énergétique (Gonzales-Pacheco et al, 1993). Les rats restreints caloriquement regoivent en
général de ’ordre de 60% de la prise alimentaire des rats nourris ad libitum. C’est le méme
type de restriction alimentaire qui est présentée spontanément par le rat Lou/C. Par contre
nous n’observons pas de diminution de la dépense énergétique par masse métabolique chez
les rats Lou/C par rapport aux rats Wistar. Ces résultats seraient en accord avec de
nombreuses études qui montrent que ’effet bénéfique dii a une restriction alimentaire ne
serait pas li¢ a une diminution de la dépense énergétique. Ainsi, Duffy et al, (1989) McCarter
et Palmer (1992) montrent qu’une restriction alimentaire de longue durée n’engendre pas de
diminution de la dépense ¢énergétique exprimée par masse métabolique. Cependant,
Greenberg et Boozer (2000) remettent en cause les résultats de ces études en expliquant que

les données ne sont pas rapportées a une bonne estimation de la masse métabolique.

Activité locomotrice et vieillissement sain

A 6 mois, les rats Lou/C présentent une activité locomotrice spontanée supérieure a
celle des rats Wistar. Ceci pourrait étre a 1’origine de la dépense énergétique supérieure
observée chez le rat Lou/C.

L’activité physique augmente ’espérance de vie. Des rats placés en présence d’une
roue d’activité¢ durant toute leur vie, ont une longévité supérieure (Goodrick, 1980) ou une
espérance de vie moyenne supérieure (Holloszy et al, 1985) a celle de rats sédentaires.

Chez le rat Lou/C, des études complémentaires sont nécessaires afin de déterminer la
part relative de 1’activité locomotrice et/ou de la restriction alimentaire dans 1’augmentation
de son espérance de vie. Des études de restriction alimentaire couplée a un exercice physique
de longue durée chez le rat, ne montrent pas d’effet cumulatif des deux traitements concernant
I’espérance de vie : les rat actifs restreints alimentairement ne présentent pas une longévité
supérieure a celle des rat sédentaires restreints alimentairement, cependant ils vieillissent en

«meilleure santé » (Ichikawa et al, 1999).

La restriction alimentaire, 1’activité locomotrice ainsi que la dépense énergétique
supérieure chez le rat Lou/C sont en partie responsables de son adiposité diminuée par rapport
a celle du rat Wistar. En effet chez des rats agés de 6, 12 et 24 mois, nous trouvons un index
d’adiposité constant chez les rats Lou/C et la masse de tissu adipeux blanc rétropéritonéal

n’augmente pas de manicre significative entre 6 et 24 mois. Nos résultats concernant
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I’évolution de 1’adiposité des rats Lou/C confirment ceux obtenus par Alliot et al. (2002) qui
montrent que la masse de tissus adipeux reste constante entre 8 et 23 mois chez les rats

Lou/C.

La capacité du rat Lou/C a maintenir sa balance énergétique constante au cours du
vieillissement, conforte I’hypotheése d’Alliot et al. (2002) expliquant que le rat Lou/C est un
modele de vieillissement sain. Cette caractéristique pourrait expliquer son espérance de vie

médiane (50% des rats survivants) supérieure de 20% a celle des rats Wistar.
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II. LES RATS LOU/C PRESENTENT UNE ACTIVITE CATECHOLAMINERGIQUE
AUGMENTEE SPECIFIQUEMENT DANS LES TISSUS ADIPEUX ET DIMINUEE
DANS LE FOIE EN COMPARAISON AVEC LES RATS WISTAR

Considérations méthodologiques

Les différences de poids des tissus, plus particulierement celles concernant les tissus
adipeux blancs, entre les deux souches sont relativement importantes (de 1’ordre de -70% pour
les rats Lou/C par rapport aux rats Wistar) ce qui rend délicates les comparaisons d’activité
catécholaminergique dans les organes. Pour lever cette difficulté d’interprétation des données,
nous avons choisi d’exprimer nos résultats en fonction du poids des tissus afin d’obtenir une
estimation de leur densité d’innervation noradrénergique.

Peu d’études ont utilis¢é 1’accumulation de L-DOPA consécutivement au blocage
pharmacologique de la L-DOPA décarboxylase pour mesurer 1’activité catécholaminergique
dans les tissus périphériques. Cette approche a été utilisée récemment dans les tissus adipeux
blancs dans notre laboratoire (Barret et al, 2002). L’accumulation de L-DOPA au niveau des
structures catécholaminergiques centrales est linéaire au moins pendant 20 min (Lachuer et al,
1992) ; afin de limiter le nombre de rats sacrifiés, les mesures de 1’accumulation de L-DOPA
centrales et périphériques ont été effectuées sur les mémes animaux. Nous n’avons pas
mesuré la linéarité de 1’accumulation de L-DOPA. En effet, des études précédentes ont
montré que le turnover de la noradrénaline dans le tissu adipeux blanc (Garofalo et al, 1996)
est plus lent que dans les structures centrales (Cransac et al, 1996). On considére qu’au niveau
périphérique I’accumulation de L-DOPA consécutive a un blocage pharmacologique de la
DOPA décarboxylase est plus lente qu’au niveau des structures centrales; ainsi cette
accumulation est au moins linéaire pendant 20 min.

La noradrénaline dans les tissus provient essentiellement des terminaisons
sympathiques. En conditions basales, les concentrations plasmatiques d’adrénaline sont
largement inférieures a la quantité de noradrénaline présente au niveau tissulaire. L action de
I’adrénaline est négligeable par rapport a celle liée a I’innervation sympathique (Kopin,
1989). Ainsi, les différences d’activité catécholaminergique et de contenu en noradrénaline au
niveau tissulaire entre les rats Lou/C et Wistar sont susceptibles d’étre directement a I’origine

des différents effets métaboliques constatés.
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Nous avons observé chez le rat Lou/C une activité catécholaminergique et un contenu
en noradrénaline supérieurs (plus de 50%) dans les tissus adipeux blancs rétropéritonéal et
¢épididymal et dans le tissu adipeux brun interscapulaire chez les rats Lou/C par rapport aux
rats Wistar. Par contre, dans le foie cette activité¢ catécholaminergique est plus faible chez les

Lou/C (environ -50%).

Activité sympathique dans les tissus adipeux blancs

Tout d’abord il est intéressant de noter que le tissu adipeux blanc présente une activité
catécholaminergique 4 a 5 fois inférieure a celle mesurée au niveau du tissu adipeux brun et
ce, quelque soit la souche étudiée. Ces résultats sont en accord avec des études précédentes
qui montrent une innervation sympathique plus importante dans le tissu adipeux brun que
dans le tissu adipeux blanc (Nnodim et Lever, 1988, Pénicaud et al, 2000).

L’innervation sympathique joue un réle prépondérant dans le métabolisme du tissu
adipeux blanc (Bartness et Bamshad, 1998). Une dénervation sympathique du tissu adipeux
blanc augmente la masse de ce tissu adipeux en augmentant le nombre d’adipocytes sans
modification de leur volume chez le hamster (Youngstrom et Bartness, 1998) et chez le rat
(Cousin et al, 1993). De plus, la stimulation de I’innervation sympathique du tissu adipeux
blanc engendre une augmentation de la lipolyse. Les fibres sympathiques stimulent la lipolyse
soit par une innervation directe des adipocytes, soit par une innervation de la vascularisation
(Bartness et Bamshad, 1998, Penicaud et al, 2000, Rayner, 2001). La noradrénaline agit via
des récepteurs B1, B2, B3 qui vont activer la lipolyse et les récepteurs a2 qui au contraire vont
diminuer la lipolyse (Lafontan et Berlan, 1993). L’oxydation des lipides est augmentée par
une stimulation des récepteurs 33 au niveau du tissu adipeux (De Souza et al, 1997)

Ainsi, la plus grande activité catécholaminergique associée a une concentration en
noradrénaline plus importante dans les tissus adipeux blancs des rats Lou/C pourraient étre a
I’origine d’une lipolyse accrue et d’une diminution du nombre d’adipocytes conduisant a la
masse adipeuse plus faible des rats Lou/C. L’augmentation de la lipolyse serait cohérente
avec une plus grande disponibilit¢é des substrats énergétiques nécessaires a la dépense

énergétique supérieure observée chez le rat Lou/C.
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Activité sympathique dans le tissu adipeux brun

Le tissu adipeux brun est principalement impliqué dans la thermogenése. Les études
sur les adaptations physiologiques au froid ont permis de mettre en évidence I’importance de
I’innervation sympathique dans le métabolisme énergétique du tissu adipeux brun. Ainsi, une
exposition a long terme au froid engendre une hypertrophie du tissu adipeux brun consécutive
a la stimulation sympathique (Rothwell et Stock, 1984) et une dénervation diminue la
prolifération cellulaire induite par le froid (Géloén et al, 1992). Les adipocytes des deux lobes
du tissu adipeux brun interscapulaire ainsi que les vaisseaux sanguins intrinséques sont
innervés directement (Lever et al, 1988). La noradrénaline active la lipolyse et la
thermogenese en se fixant sur des récepteurs 1 et sur des récepteurs 33 lorsque la stimulation
est importante (Atgié et al, 1997). La noradrénaline stimule 1’expression d’UCP1 qui est une
protéine découplante dans la chalne respiratoire mitochondriale et qui est a 1’origine de
I’activité thermogénique du tissu adipeux brun (Rehmark et al, 1990, Kozak et Kozak, 1994,
Rohlfs et al, 1995).

Chez des modé¢les animaux d’obésité, on observe une diminution de [’activité
sympathique dans le tissu adipeux brun (Yoshida et al, 1984, York et al, 1985, Rehorek et al,
1987, Himms-hagen, 1989, Seydoux et al, 1990, Blouquit et al, 1993) ou une diminution de la
sensibilit¢ a la noradrénaline des adipocytes (Marette et al, 1990). Cette diminution de
I’innervation sympathique dans le tissu adipeux brun se traduirait par une diminution de la
dépense énergétique et le développement de 1’obésité chez ces modeles (rat Zucker, souris
ob/ob, rat 1ésé au niveau de I’hypothalamus ventromédian).

Le tissu adipeux brun est responsable de 35 a 65 % de l'augmentation de la
thermogenese. L’augmentation de I’activité catécholaminergique dans le tissu adipeux brun
des rats Lou/C par rapport aux rats Wistar pourrait étre a 1’origine d’une thermogenése accrue
qui se traduirait par la dépense énergétique supérieure observée a 6 et 12 mois chez les rats
Lou/C. La température rectale n’est pas différente entre les deux souches. Mais ce type de
mesure n’est pas suffisant. Une mesure continue sur plusieurs cycles nycthéméraux a 1’aide de
capteurs intraabdominaux ou placés au niveau du tissu adipeux brun, nous donnerait un
meilleur reflet de la température centrale de I’animal et ses variations, notamment en périodes
posprandiales. En effet une part de la dépense énergétique résulte de 1’activation du tissu
adipeux brun via le systéeme nerveux sympathique suite a I’ingestion d’aliment (Monda et al,
1997). Cette dépense énergétique s’effectue sous forme de thermogenése sans frisson activée

par ingestion de nourriture et ce indépendamment de la densité calorique des aliments. Une
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faible efficacité de la thermogenéese postprandiale peut étre a I’origine du développement de

I’obésité chez le rat et dans une moindre mesure chez ’homme (Glick et al, 1984).

Métabolisme énergétique tissulaire et systéme nerveux sympathique

Alors que le tissu adipeux blanc a pour role de mettre en réserve ou fournir des
substrats a I’organisme en fonction de ses besoins énergétiques, le tissu adipeux brun utilise
les lipides pour la production de chaleur. Cette thermogenése est due a une densité plus
importante de mitochondries par rapport au tissu adipeux blanc et a la présence dans la
membrane mitochondriale de protéines découplantes (UCP) qui vont permettre le passage des
protons (Nicholls et Locke, 1984). Cette particularit¢ métabolique du tissu adipeux brun est
caractérisée par une plus grande activité respiratoire. La plus grande quantité d’enzymes
oxydatives comme la cytochrome oxydase et leur plus grande activité¢ est a 1’origine de
I’augmentation de 1’activité respiratoire du tissu adipeux brun (Houstek et al, 1991).

Nous retrouvons chez les deux souches une activité cytochrome oxydase réduite dans
les tissus adipeux blancs par rapport au tissu adipeux brun (Prunet-Marcassus et al, 1999).
L’activité cytochrome oxydase est augmentée dans le tissu adipeux blanc des rats Lou/C par
rapport aux rats Wistar & 6 mois, ce qui pourrait étre 1ié a une activité métabolique accrue.
Ces résultats sont cohérents avec I’innervation sympathique supérieure dans les tissus adipeux
des rats Lou/C, la noradrénaline libérée par les terminaisons nerveuses augmentant
I’expression d’UCP (Emilsson et al, 1998) et I’activité thermogénique dans les tissus adipeux

blanc et bruns (Landsberg et al, 1984).

Activité sympathique dans le foie

L’importance de I’innervation sympathique dans le controle de I’activité des enzymes
hépatiques a ét¢ démontrée sur des préparations ex vivo de foies perfusés isolés de toutes
influences endocrines (Hartmann et al, 1982, Jungermann et al, 1987). Une stimulation
sympathique se traduit par une diminution des réserves de glycogéne par augmentation de sa
dégradation par la glycogéne phosphorylase et une diminution de sa production par la
glycogene synthase (Shimazu 1996, Nonogaki, 2000). L’action de I’innervation sympathique
peut étre directe sur les hépatocytes ou bien elle peut intervenir sur la régulation du
métabolisme glucidique via une diminution du débit sanguin hépatique (Hartmann et al, 1982,

Gardemann et al, 1987, Lin et al, 1997, Kurosawa et al, 2002).
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Les rats Lou/C présentent une diminution de 1’activité catécholaminergique dans le
foie par rapport aux rats Wistar. Ainsi, une stimulation plus faible de la glycogenolyse chez
les rats Lou/C serait reliée a la glycémie plus faible chez les Lou/C observée au cours de notre

¢tude et par Couturier et al (2002).

Contenu en catécholamines de la glande surrénale

Le rat Lou/C présente des contenus en adrénaline, noradrénaline et dopamine plus
faibles par rapport a ceux des rats Wistar ce qui traduit une diminution de 1’activité de
synthése des catécholamines ou une altération de leur libération par la glande medullo-
surrénale. Les rats Lou/C ont une concentration d’adrénaline circulante deux fois plus faible
que celle des rats Wistar (Couturier et al, 2002)

En plus des effets directs de I’innervation sympathique sur la production hépatique de
glucose, 1’adrénaline circulante joue un role primordial dans I’augmentation de production de
glucose par le foie en activant la glycogénolyse de manicre directe au niveau des hépatocytes
ou par le biais de I’activation de la libération de glucagon par le pancréas. Par contre au
regard de la noradrénaline provenant de I’innervation sympathique, la noradrénaline
circulante ne joue qu’un role mineur dans la régulation de la production de glucose par le foie
(Chu et al, 1997, Nonogaki, 2000). Au niveau du tissu adipeux, I’adrénaline circulante en
conditions physiologiques normales, ne semble pas jouer de rdle prépondérant dans le
métabolisme des adipocytes par rapport a I’innervation sympathique directe (Rayner, 2001).

Une injection au niveau central de leptine a pour effet d’augmenter la concentration de
catécholamines circulantes et ce méme chez des rats 1ésés au niveau de 1’hypothalamus, c’est
a dire sans une partie de leur contrdle de I’innervation sympathique (Satoh et al, 1999). La
leptine agirait directement sur la libération de catécholamines par la glande surrénale. Par
ailleurs, les concentrations de catécholamines circulantes sont augmentées suite a une infusion
de noradrénaline dans I’hypothalamus ventromédian (Cincotta et al, 2000). Par rapport aux
rats Wistar, les rats Lou/C présentent une leptinémie beaucoup plus basse et une quantité de
noradrénaline dans 1’hypothalamus ventromédian inférieure, ce qui pourrait étre a I’origine

d’une moins grande libération de catécholamines.
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lll. LE PROFIL MONOAMINERGIQUE CENTRAL PARTICULIER DES RATS
LOU/C POURRAIT ETRE A L'ORIGINE DU NON-DEVELOPPEMENT DE
L’OBESITE CHEZ CETTE SOUCHE

Nous avons caractérisé chez le rat Lou/C en comparaison avec le rat Wistar a 2 et 6
mois, 1’activité in vivo de la tyrosine hydroxylase, et 1’activité in vivo de la tryptophane
hydroxylase, enzyme limitante de la synthése des catécholamines et de la sérotonine,
respectivement ainsi que les contenus en noradrénaline dans différentes structures centrales
impliquées dans le controle de la balance énergétique (les noyaux catécholaminergiques
AICI, A2C2, AS et A6, les deux principales structures sérotoninergiques centrales : le raphe
dorsalis et le raphe médian, dans le noyau hypothalamique ventromédian et dans
I’hypothalamus paraventriculaire).

Dans un premier temps, nous discuterons des conséquences sur la dépense énergétique
et sur le controle de I’innervation sympathique des organes, des altérations neurochimiques
observées chez les rats Lou/C. Dans un deuxi¢éme temps nous nous intéresserons a leurs

implications dans la prise alimentaire particuli¢re des rats Lou/C.

Considérations méthodologiques et choix des structures

L’hypothalamus est subdivisé en plusieurs noyaux jouant tous un rdle dans le contrdle
de la balance énergétique (Noyaux arqué, dorsomédian, hypothalamique ventromédian et
paraventriculaire ...). Le choix du noyau hypothalamique ventromédian et du noyau
paraventriculaire s’est fait :

-en raison de leurs implications importantes a la fois dans la régulation de la dépense
énergétique et dans la régulation de la prise alimentaire.

-en raison de limitations méthodologiques : la technique de microdissection par
punching ne nous permettait d’étudier que des structures individualisées et proches de reperes
anatomiques précis.

-en raison de I’importance du role des projections monoaminergiques dans le contrdle

de I’activité de ces structures.

Gold (1973) relativise I’'importance du rdle de 1’hypothalamus ventromédian en le

qualifiant méme de mythe. Le role de cette structure dans la régulation de la balance
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énergétique a été établi suite a des stimulations électriques ou chimiques ou suite a des 1ésions
de cette structure (Shimazu et al, 1986, Scheurink et al, 1990, Balkan et al, 1991, Takahashi et
al, 1997, Cincotta et al, 2000). Mais ces résultats sont discutés notamment a cause d’un
éventuel manque de spécificité des méthodologies employées, la 1ésion ou la stimulation
pouvant affecter d’autres noyaux hypothalamiques (le noyau arqué par exemple) situés a

proximité du noyau ventromédian (Bamshad et al, 1999).

Le choix des groupes cellulaires noradrénergiques et sérotoninergiques bulbopontiques
s’est fait en fonction de leurs projections sur les noyaux hypothalamiques. En effet,
I’innervation  noradrénergique  hypothalamique provient des groupes cellulaires
catécholaminergiques bulbopontiques notament A2C2 et dans une moindre mesure A6
(Palkovits, 1981, Luiten et al, 1987) et I’innervation sérotoninergique de 1’hypothalamus a
pour origine essentiellement le raphe dorsalis et le raphe médian, les deux principales

structures sérotoninergiques centrales (Willoughby et Blessing, 1987).

Role des monoamines centrales dans la régulation de la dépense énergétique et de
I’innervation sympathique des organes impliqués dans le métabolisme énergétique chez

le rat Lou/C.

Systeme nerveux central et adiposité chez le rat Lou/C

La localisation anatomique des centres contrélant I’innervation sympathique du tissu
adipeux blanc a été mise en évidence a 1’aide de technique de rétromarquage viral. Les deux
principales structures hypothalamiques impliquées sont le noyau paraventriculaire et 1’aire
préoptique médiane. Peu de rétromarquages sont observés dans 1’hypothalamus ventromédian
(Bamshad et al, 1998, Bartness et Bamshad, 1998). Cependant une 1ésion de I’hypothalamus
ventromédian engendre une hyperphagie, une diminution de la dépense énergétique (Seydoux
et al, 1981) et une diminution de la mobilisation des réserves lipidiques (Balkan et al, 1991).
Une infusion chronique de noradrénaline au niveau de I’hypothalamus ventromédian
engendre une augmentation de 1’activité lipogénique dans le tissu adipeux blanc conduisant a
une augmentation de la taille des adipocytes, aussi bien dans le tissu adipeux blanc que dans
le tissu adipeux brun, une augmentation de [’adiposité sans augmentation de la prise

alimentaire (Cincotta et al, 2000).
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Le rat Lou/C présente une diminution de la quantit¢ de noradrénaline dans le noyau
hypothalamique ventromédian qui pourrait &tre associée a l’augmentation de 1’activité

sympathique dans les tissus adipeux blanc et brun chez cette souche.

Systeme nerveux central et métabolisme glucidique chez le rat Lou/C

L’implication des noyaux hypothalamiques dans la régulation de la glycémie est bien
connue depuis les années 60. La stimulation électrique de I’hypothalamus ventromédian
augmente [’activité du systéme nerveux sympathique et I’utilisation du glycogene hépatique
résultant en une hyperglycémie (Shimazu et al, 1966). Ces résultats ont été confirmés par
Yoshimatsu et al. (1988), Honmura et al (1992) et Takahashi et al (1997) : la stimulation de
I’hypothalamus ventromédian ou du noyau paraventriculaire engendre une augmentation de la
glycogénolyse hépatique essentiellement médiée par le nerf hépatique. L’utilisation de la
technique de retro marquage montre que le noyau paraventriculaire est a I’origine du contrdle
de I’innervation sympathique du foie (La Fleur et al, 2000). L’hypothalamus ventromédian
recoit des afférences de récepteurs de la glycémie (aera postrema) mais il est également
directement sensible aux variations de glycémie (Peters et al, 2002). La régulation du
métabolisme glucidique fait intervenir de nombreux neurotransmetteurs parmi lesquels les
monoamines jouent un réle important (Nonogaki et Iguchi, 1997). Les récepteurs alpha- et
beta-adrénergiques au niveau du noyau paraventriculaire intervient dans la régulation de la
glycémie (Scheurink et al, 1990).

La régulation de la glycémie n’implique pas que le contréle de I’innervation
sympathique du foie. En effet, une infusion chronique de sérotonine et de noradrénaline dans
I’hypothalamus ventromédian modifie la libération d’insuline par les ilots de Langherhans ce
qui peut étre a 1’origine du développement d’un diabéte de type 2 (Luo et al, 1999, Liang et
al, 1999). De méme, I’injection chronique de noradrénaline dans 1’hypothalamus
ventromédian de rats stimule la sécrétion d’insuline ainsi que la libération de glucagon
(Cincotta et al, 2000).

Par rapport au rat Wistar, le rat Lou/C présente une diminution du contenu en
noradrénaline dans I’hypothalamus ventromédian ainsi qu’une diminution de [’activité
catécholaminergique dans les noyaux A2C2 et A6 qui envoient des projections
noradrénergiques dans I’hypothalamus. Cette réduction du tonus noradrénergique pourrait étre
responsable de la diminution de I’innervation sympathique dans le foie et de la diminution de

I’insulinémie chez le rat Lou/C.
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Roéle des monoamines centrales dans la régulation de la prise alimentaire chez le rat

Lou/C

Alors que Cincotta et al (2000) n’observent pas d’augmentation de la prise alimentaire
suite a une injection de noradrénaline dans le noyau ventromédian, d’autres études montrent
qu’une infusion chronique de noradrénaline dans ce noyau augmente la prise alimentaire
(Shimazu et al, 1986). Par ailleurs, une injection de noradrénaline dans le noyau
paraventriculaire est également associée a une hyperphagie (Hajnal et al, 1997, Wellman,
2000).

D’une maniére générale, la sérotonine au niveau des noyaux hypothalamiques possede

un effet suppresseur sur la prise alimentaire (Leibowitz et Alexander, 1998).

Nous observons chez le rat Lou/C une diminution de la quantité de noradrénaline dans
le noyau hypothalamique ventromédian et une diminution de I’activité catécholaminergique
dans les groupes cellulaires A2C2 et A6, principales innervations catécholaminergiques des
noyaux hypothalamiques. Ces résultats suggérent que la prise alimentaire plus faible chez les
rats Lou/C, pourrait avoir pour origine une diminution de [’activité¢ catécholaminergique
centrale. Par contre, le peu de différences observées entre les rats Lou/C et les rats Wistar
concernant 1’activité sérotoninergique dans les noyaux hypothalamiques, laisse penser une

moins grande implication de la sérotonine dans la prise alimentaire particuliere du rat Lou/C.
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IV. LES RATS LOU/C NE DEVELOPPENT PAS DE RESISTANCE A L’INSULINE
EN VIEILLISSANT CONTRAIREMENT AUX RATS WISTAR

Aussi bien chez les modeles animaux que chez I’homme, le vieillissement est associé a
I’augmentation de I’insulinémie. Aprés 24 heures de jeline, un groupe d’humain agés en
moyenne de 66 ans présente une insulinémie basale supérieure de 31% par rapport a celle
d’un groupe de sujets 4gés en moyenne de 24 ans et ayant un index d’obésité comparable
(Gumbiner et al, 1989). Une autre étude (Fink et al, 1985) retrouvent cette hyperinsulinémie
(+54%) chez des personnes agées de 70 ans par rapport a des personnes agées de 35 ans. Des
¢tudes chez 1’animal ont également fait ressortir cette hyperinsulinémie avec I’age : chez le rat
Sprague-Dawley, I’insulinémie est plus que doublée entre 4 et 12 mois d’ages (Reaven et
Reaven, 1981).

Au cours de notre étude longitudinale de I’insulinémie chez le rat Wistar, nous
retrouvons cette hyperinsulinémie mais elle apparait plus tardivement. En effet, nous trouvons
chez les rats Wistar une augmentation marquée de leur insulinémie a partir de 18 mois (+70%,
p <0.05, par rapport & 12 mois). Cette augmentation d’insulinémie a 18 mois est suivie d’une
diminution qui ne permet plus de distinguer une insulinémie supérieure a 24 mois par rapport
a 12 mois. Ce résultat est en accord avec 1’étude de McDonald (1990) qui observe méme une
diminution de I’insulinémie chez le rat Sprague-Dawley entre 12 et 27 mois. Cette diminution
d’insulinémie pourrait étre plutot liée a un phénomeéne de sénescence, les cellules B du
pancréas ne pouvant plus assurer leur fonction sécrétrice.

L’augmentation de I’insulinémie a partir de 18 mois est due au développement d’un
diabéte non-insulino-dépendant qui requiert a la fois un dysfonctionnement des cellules 3
pancréatiques et une diminution de 1’action de I’insuline sur les organes cibles. En effet, une
altération de la transduction du signal limite la stimulation par le glucose de la sécrétion
d’insuline par les cellules B (Draznin et al, Wang et al, 1987). Mais cette diminution de la
libération d’insuline est compensée par un ralentissement avec 1’dge du prélévement de
I’insuline au niveau plasmatique. Cette résistance périphérique se traduit donc par une moins
grande fixation de I’insuline sur les organes cibles (DeFronzo, 1979). De plus, une altération
avec 1’age de la transduction du signal de ’insuline a également été observée au niveau du
systéme nerveux central (Fernandes et al, 2001).

De nombreuses études montrent que plus que 'effet du vieillissement en soi, le

développement de la résistance a I’insuline serait le fait d’une augmentation de la masse
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adipeuse chez le rat (Barzilai et Gabriely, 2001) comme chez ’homme (Felber et Golay,
2002). En effet, I’insulinémie est corrélée positivement a la masse adipeuse (Schwartz et al,
1997). L’excision chirurgicale de la masse adipeuse chez le rat empéche le développement de
la résistance a I’insuline en diminuant de moiti¢ I’insulinémie. Dans ce mod¢le, la quantité
d’insuline nécessaire pour maintenir le niveau basal de glucose au cours d’un clamp hépato-
pancréatique est également diminuée de moitié¢ (Barzilai et al, 1999).

Chez le rat Otsuka-Long-Evans-Tokushima Fatty (OLETF), une souche de rat
développant spontanément et précocément (dés 23 semaines) un diabéte non-insulino-
dépendant, la technique du clamp euglycémique a permis de montrer qu’une restriction
alimentaire de 30% préserve la sensibilité a I’insuline (Okauchi et al, 1995). Chez cette méme
souche, I’exercice physique prévient é¢galement le développement de la résistance a 1’insuline
(Shima et al, 1993). Cette absence de diabéte chez ces rats entrainés ou restreints
caloriquement serait due au maintien d’une masse adipeuse relativement faible. L’équipe de
Reaven avait déja montré au début des années 1980, sur des rats entrainés ou restreints
caloriquement le non-développement d’une hyperinsulinémie. Cependant dans leur mod¢le de
rats maigres, le fonctionnement des cellules B n’est pas préservé au cours du vieillissement,
mettant en avant les altérations du pancréas propres a 1’age, plutét qu’un effet de la masse
adipeuse sur la sécrétion d’insuline (Reaven et Reaven, 1981, Reaven et al. 1983). Chez des
rats Fisher 344, I’insulinémie basale est multipliée par plus de 2 entre 2 et 20 mois, mais une
restriction alimentaire de 55% dés ’age de 2 mois permet de maintenir cette insulinémie
constante au cours du vieillissement. La restriction calorique prévient la diminution de
I’action de I’insuline sur le foie (Gupta et al, 1995).

Les rats restreints caloriquement présentent une masse de tissus adipeux blancs
diminuée d’environ 70% par rapport aux rats nourris ad libitum. Les restrictions alimentaires
couramment utilisées sont proches de celle présentée spontanément par les rats Lou/C (prise
alimentaire inférieure d’environ 30% par rapport aux rats Wistar). Ces rats Lou/C ont une
masse de tissus adipeux blancs rétropéritonéal et épididymal inférieure d’environ 70% par
rapport aux rats Wistar. Or, comme dans les mode¢les de restriction alimentaire, les rats Lou/C
présentent une insulinémie constante au cours du vieillissement alors que les rats Wistar ont
une insulinémie multipliée par plus de deux entre 6 et 18 mois. Ces résultats confirment que
I’augmentation de I’insulinémie avec 1’age est plus liée a ’accumulation de masse adipeuse
qu’a D’effet de I’age en soi.

Dans ce contexte, il était logique de penser que le rat Lou/C ne développerait pas de

diabete avec I’age. Pour valider cette hypothese, le non-développement d’une résistance a
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I’insuline chez le rat Lou/C a 22 mois a été montré par la technique du clamp euglycémique-
hyperinsulinique. L’insulinémie basale était de 1.68 + 0.452 ng/ml pour les rats Wistar et de
0.923 £+ 0.119 ng/ml pour les rats Lou/C (-45%, p < 0.05), ce qui confirme les résultats décrits
au cours de notre étude longitudinale (-66% observé a 24 mois). La quantit¢ de glucose
injectée afin de maintenir une glycémie constante durant une perfusion de 6mU/kg.min
d’insuline était de 30.8 + 4.0 mg/kg.min pour les rats Lou/C et de 16.7 £+ 2.7 mg/kg.min pour
les rats Wistar (p < 0.05). Bien que ce type d’études n’ait pas été effectuée a des ages plus
précoces, ces résultats associés a I’insulinémie constante observée au cours du vieillissement
confirment que les rats Lou/C ne développent pas de résistance a 1’insuline.

L’hyperinsulinémie observée chez les rats Wistar n’engendre pas les modifications de
la balance énergétique attendues, ce qui confirme la résistance a I’insuline au niveau central
développée par les rats agés (Fernandes et al, 2001). En effet, I’insuline régule la balance
énergétique par son action sur les centres intervenant dans le contrdle de la prise alimentaire
et la dépense énergétique. Une injection intracérébrale d’insuline provoque une diminution de
la prise alimentaire et du poids (Woods et al, 1979). Au niveau de I’hypothalamus, une
diminution de la quantit¢ des récepteurs a D’insuline induite par la technique des
oligonucléotides antisens (Obici et al, 2002) ou I’absence de récepteurs a I’insuline dans les
neurones chez des souris knock-out (Bruning et al, 2000) s’accompagnent d’une
augmentation de la prise alimentaire, de la masse adipeuse ainsi que d’une résistance a
I’insuline.

La noradrénaline au niveau des noyaux hypothalamiques influence la sécrétion
d’insuline. Le contenu en noradrénaline supérieur dans le noyau hypothalamique
ventromédian des rats Wistar par rapport aux rats Lou/C pourrait étre en partie responsable de
I’insulinémie observée chez les rats Wistar. En effet, une injection chronique de noradrénaline
dans I’hypothalamus ventromédian de rats provoque une augmentation de 1’insulinémie

(Cincotta et al, 2000).
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V. LES RATS LOU/C DEVELOPPENT UNE RESISTANCE A LA LEPTINE MAIS
PLUS TARDIVEMENT AU COURS DU VIEILLISSEMENT PAR RAPPORT AUX
RATS WISTAR

La leptine, une hormone résultant de I’expression du géne ob, est principalement
sécrétée par les adipocytes (Zhang et al, 1994) et ce proportionnellement a la masse de tissu
adipeux (Lonnqvist et al, 1997, Li et al, 1997). Son role principal est d’induire une diminution
de la prise alimentaire et une augmentation de la dépense énergétique, par son action sur les
noyaux hypothalamiques.

L’augmentation de la concentration de leptine plasmatique avec le vieillissement est
souvent disproportionnée par rapport a I’augmentation de la quantité de tissu adipeux. Par
ailleurs, le développement d’une résistance a la leptine au cours du vieillissement a été mis en
évidence. En effet, la leptine provoquant une perte de poids, sa concentration plasmatique
¢levée trouvée chez les obeses (aussi bien les rongeurs que les humains) n’engendre pourtant
pas de modifications de la balance énergétique (Considine et al, 1996, Lonnqvist et al, 1997,
Li et al, 1997) et une administration intracérébrale de leptine n’engendre pas les modifications
métaboliques attendues chez les rats agés (Shek et Scarpace, 2000). Une diminution du
captage de la leptine, une diminution de I’expression de ’ARNm des récepteurs a la leptine
au niveau de I’hypothalamus (le site d’action de la leptine) sont observées chez des rats agés
(Fernandez-Galaz et al, 2001). Scarpace et al (2001) montrent également une altération de la
transduction du signal li¢ a la leptine dans I’hypothalamus ce qui peut étre a 1’origine du
développement de la résistance a la leptine avec 1’age.

Nous avons voulu vérifier quelles étaient les répercussions de I’importante différence
de masse de tissus adipeux blancs entre les rats Wistar et les rats Lou/C, sur la quantité de
cette hormone plasmatique. Notre ¢tude est la premieére a montrer 1’évolution de la
concentration plasmatique de leptine au cours du vieillissement chez le rat Lou/C en
comparaison avec le rat Wistar.

Concernant la leptinémie des rats Wistar au cours du vieillissement, nos résultats
semblent en accord avec les études précédentes. Ainsi entre 3 et 24 mois, Li et al. (1997,
1998) montrent une leptinémie multipliée par un facteur proche de 4 chez des rats de la
souche Fischer-244xBN, qui est un modele de développement d’obésité avec le
vieillissement. Scarpace et al (2001), chez cette méme souche, trouvent une leptinémie

multipliée par 3 entre 6 et 30 mois et Fernandez-Galaz et al (2002) trouvent une leptinémie
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multipliée par 6 entre 3 et 24 mois chez des rats Wistar. Notre étude basée sur une cinétique
plus fine permet de mettre en évidence une forte augmentation de la leptinémie chez les rats
Wistar entre 1 et 12 mois (multipliée par 22) suivie d’un plateau et une tendance a la
diminution a 24 mois. L’augmentation précoce et rapide de la leptinémie entre 1 et 6 mois
(multipliée par 9) accrédite I’hypothése du développement d’une résistance a la leptine dés 3
mois chez le rat Wistar (Iossa et al, 1999). Une injection de leptine chez le rat (Scarpace et al,
1997) ou chez la souris obese, ob/ob (Hwa et al, 1997) induit une augmentation de la dépense
énergétique. Une injection intrahypothalamique provoque une diminution de la prise
alimentaire alors qu’une déficience en leptine conduit aux effets opposés (Schwartz et al,
2000) et chez les rats agés une injection intracérébroventriculaire n’augmente pas la dépense
énergétique ni ne diminue la prise alimentaire (Shek et Scarpace, 2000). Un traitement a la
leptine agit plus sur la dépense énergétique que sur la prise alimentaire en cas de restriction
alimentaire alors qu’elle influence plutét la prise alimentaire lorsque la nourriture est
disponible abondamment (Doring et al, 1998). Bien que la leptinémie augmente entre 6 et 12
mois (multipliée par 2) chez les rats Wistar, aucune différence concernant la prise alimentaire
ou la dépense énergétique n’a été observée, ce qui confirme I’installation d’une résistance a la
leptine chez le rat agés.

La leptinémie varie en fonction du régime alimentaire et également en fonction de la
prise alimentaire (Cha et Jones, 1998). Les rats développant une obésité avec 1’age (Newby et
al, 1990), des mode¢les animaux de restriction alimentaire ont été développés afin de dissocier
les effets de I’age proprement dit et les effets liés a I’accumulation de masse adipeuse. A notre
connaissance, 1’étude menée par Fenandez-Galaz et al (2002) est une des seules études qui
donne des valeurs de concentrations de leptine plasmatique chez des rats 4gés suite a une
restriction alimentaire de longue durée en comparaison a des rats nourris ad libitum. Les
auteurs ont réduit de 20% a 25% la prise alimentaire de rats Wistar a partir de 20 mois et ils
ont effectué¢ leurs dosages de leptine plasmatique sur des rats agés de 23 a 24 mois pesant
25% de moins que des rats Wistar nourris ad libitum. Les rats Lou/C a 24 mois présentent
spontanément une prise alimentaire inférieure de 17% et le poids des rats et inférieur de 44%
a celui des rats Wistar. Or, il est intéressant de noter qu’a I’age de 24 mois, les rats Lou/C
présentent une diminution de la concentration plasmatique de leptine par rapport aux rats
Wistar (-67%) similaire a celle observée par Fenandez-Galaz et al (2001) chez leur mode¢le de
rat ayant subis une restriction alimentaire par rapport a leurs rats controles (-69%). Par
ailleurs, les valeurs de concentration de leptine plasmatique observées chez les rats Lou/C

agés de 18 et 24 mois (3,71+0,57 et 4,13+0,70 ng/ml respectivement) sont proches de celles
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observées par Gabriely et al. (2002) chez des rats agés de 20 mois ayant subis une restriction
alimentaire de 45% a partir de I’age de 3 mois (3,4+0,2 ng/ml). Au cours de cette étude,
Gabriely et al. montrent que I’hyperleptinémie observée au cours du vieillissement serait
indépendante de la masse adipeuse et serait ¢galement a [’origine des syndromes
métaboliques observés chez les sujets agés (obésité, résistance a I’insuline). Cependant ils
reconnaissent que leurs résultats obtenus sur un modele de rat restreints alimentairement,
pourraient étre liés aux effets de cette restriction alimentaire elle-méme plutét qu’a une
diminution de la masse adipeuse. Nous avons montré que les rats Lou/C présentent
spontanément une forte similitude avec ces modeles de restriction alimentaire, notamment
concernant la prise alimentaire et 1’évolution de leur concentration plasmatique de leptine.
Ainsi le rat Lou/C pourrait étre un modele plus adéquat afin d’étudier les mécanismes
d’installation de la résistance a la leptine au cours du vieillissement.

Ces similitudes de prises alimentaires et de leptinémie avec les modeles de restriction
alimentaire indiquent que la concentration de leptine plasmatique plus faible chez les rats
Lou/C serait le résultat de la diminution de la prise alimentaire et d’une quantit¢ moindre de
tissus adipeux blancs (Gabriely et al, 2002, Fenandez-Galaz et al, 2002). Cependant, les
différences de dépense énergétique et de prise alimentaires observées chez les rats Lou/C par
rapport aux rats Wistar laissent penser que la leptine aurait un effet propre sur la spécificité de
la balance énergétique des rats Lou/C. En effet, par rapport au rat Wistar, le rat Lou/C
présente une dépense énergétique supérieure a 6 et 12 mois qui pourrait correspondre a
I’action de la leptine. Bien qu’elle n’augmente pas dans les proportions observées chez les
rats Wistar, la concentration plasmatique de leptine augmente tout de méme chez le rat Lou/C
avec I’age (multipliée par 2,5 entre 1 et 6 mois). Par ailleurs, lossa et al (1999) observent une
diminution de la dépense énergétique jusqu’a 6 mois chez le rat Wistar. Ils attribuent cette
diminution au développement précoce d’une résistance a la leptine. Nous observons chez les
deux souches une diminution de dépense énergétique entre 1 et 6 mois, mais cette diminution
est plus limitée chez les rats Lou/C que celle observée chez les rats Wistar. Cette dépense
énergétique plus importante chez les rats Lou/C, est associée a une prise alimentaire plus
faible a tous les ages par rapport aux rats Wistar, ce qui pourrait traduire I’effet anorexigene
de la leptine. Ainsi, le rat Lou/C conserve au cours du vieillissement une sensibilité¢ a la
leptine alors que le rat Wistar développe rapidement, avant 6 mois, une résistance a la leptine
(Iossa et al, 1999).

Cependant, la plus grande dépense énergétique des rats Lou/C par rapport aux rats

Wistar ne s’observe que jusqu’a 1’age de 12 mois et les différences de prise alimentaire ont
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tendance a s’atténuer entre les rats Lou/C et les rats Wistar a partir de 18 mois. Le rat Lou/C
développerait quand méme une résistance a la leptine mais de maniére plus tardive que le rat
Wistar. Cette hypothése est étayée par le fait que chez les rats Lou/C, la masse de tissu
adipeux blanc rétropéritonéal, qui est un bon reflet de 1’adiposit¢ (Newby et al, 1990), ne
varie pas de maniére significative entre 6 et 24 mois, alors que la leptinémie est multipliée par
2. Donc, I’expression de la leptine par unité de tissu adipeux blanc est augmentée. On
retrouve ainsi chez les rats Lou/C agés le méme type de dissociation entre 1’adiposité et la
sécrétion de leptine que 1’on observe chez les rats développant une résistance a la leptine (Li
et al, 1997, 1998).

La leptine provoque une activation du systéme nerveux sympathique notamment par
son action sur I’hypothalamus ventromédian (Satoh et al, 1999). La leptine augmente
I’activité sympathique de maniére sélective au niveau du tissu adipeux brun, des reins, les
glandes medullosurrénales, des membres inférieurs (Dunbar et al, 1997, Haynes et al, 1997,
Hausberg et al, 2002). Cette augmentation de I’activité sympathique se fait en partie par
I’intermédiaire de 1’hypothalamus ventromédian (Satoh et al, 1999). Nous avons observé une
augmentation spécifique de 1’activité catécholaminergique dans les tissus adipeux blancs et
une diminution de cette activité dans le foie des rats Lou/C par rapport aux rats Wistar ainsi
qu’une diminution du contenu en catécholamines de la glande surrénale. Notre étude ne
permet pas de relier directement les différences d’activité catécholaminergique tissulaire entre
les deux souches et la leptinémie, mais on peut penser qu’une différence de sensibilité
centrale a la leptine contribue aux variations de 1’activité sympathique au niveau périphérique
observées chez le rat Lou/C.

Une injection chronique de noradrénaline dans 1’hypothalamus ventromédian de rats
multiplie par trois la leptinémie par rapport aux rats contrdles (Cincotta et al, 2000). Ainsi, le
contenu en noradrénaline dans 1’hypothalamus ventromédian supérieure a celui observé chez
les rats Lou/C, peut étre en partie a I’origine de la leptinémie supérieure observée chez les rats
Wistar. Par contre, la leptinémie différente des deux souches ne serait pas a ’origine de la
différence de contenu en noradrénaline dans I’hypothalamus ventromédian. En effet, in vitro,
une injection de leptine n’engendre pas de libération de noradrénaline dans les régions

hypothalamiques (Hastings et al, 2002).
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VI. LE RAT LOU/C PEUT SERVIR DE MODELE AFIN DE DETERMINER LES
INTERRELATIONS INSULINEMIE/LEPTINEMIE

Les souris ob/ob ou db/db, déficientes pour le gene codant pour la leptine ou son
récepteur, développent trés tot une résistance a I’insuline (Kahn, 2000). Un traitement a la
leptine chez ces souris, provoque une diminution de leur insulinémie (Hallas et al, 1995,
Muzzin et al, 1996). Une Iésion de I’hypothalamus ventromédian, qui est le site d’action
principal de la leptine, provoque une hyperinsulinémie (Elmquist et al, 1998) et la leptine
inhibe la sécrétion d’insuline par les cellules B (Kieffer et Habener, 2000). Ces effets
hypoinsulinémiants de la leptine sont discutés car d’autres ¢tudes ne montrent aucun effet
(Leclercg-Meyer et al, 1998) ou bien une stimulation de la sécrétion d’insuline par les cellules
B suite a un traitement avec de la leptine (Shimizu et al, 1997). Par ailleurs, la leptine
augmente la sensibilité périphérique a I’insuline (Sivitz et al, 1997, Chinookoswong et al,
1999, Wang et al, 1999). Au regard de ces données contradictoires, Ceddia et al. (2002),
soulévent la question de I’implication de la leptine, indépendamment de 1’adiposité, dans le
développement de la résistance a 1’insuline.

Nous avons montré chez les rats Wistar que 1’hyperleptinémie apparaissait dés 6 mois
alors qu’ils ne développaient une hyperinsulinémie qu’a partir de 18 mois. Toutefois, cette
observation ne nous permet pas de conclure quant au role de la leptine dans le développement
de la résistance a I’insuline car nous n’avons pas dissocié I’hyperleptinémie de I’augmentation
de la masse adipeuse (pouvant étre en soi responsable de 1’hyperinsulinémie) chez le rat
Wistar. L’insulinémie constante au cours du vieillissement chez les rats Lou/C et
I’augmentation limitée de la leptine circulante ne nous permettent pas non plus d’établir un
lien de causalité directe entre la leptinémie et le non-développement de la résistance a
I’insuline. Etant donné que ces différences par rapport aux rats Wistar, sont associées a une
diminution de la masse adipeuse. Des expérimentations complémentaires utilisant le rat
Lou/C (traitement a la leptine par exemple) permettraient de déterminer 1’effet de la leptine
elle-méme sur le développement de la résistance a I’insuline.

D’autre part, I’insuline semble jouer un role important dans 1’expression du gene
codant pour la leptine. Sur des adipocytes en culture, I’insuline provoque une libération
accrue de leptine (Rentsch et Chiesi, 1996). Des résultats semblables sont obtenus in vivo
chez I’homme ou les mod¢les animaux, I’insuline augmente la sécrétion de leptine (Saladin et
al, 1995). D’autres études montrent aucun effet de ’insuline sur la sécrétion de leptine

(Caprio et al, 1996, Koopmans et al, 1998). La mesure de 1’évolution de la leptinémie et de
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I’insulinémie chez les mémes rats Wistar nous permet de montrer que 1’hyperinsulinémie est
successive a I’hyperleptinémie et non pas I’inverse ce qui laisse penser qu’en tout cas, le
développement de la résistance a la leptine n’est pas induit par I’hyperinsulinémie. Etant
donné que le rat Lou/C présente au cours du vieillissement une masse adipeuse et une
insulinémie constante ainsi qu’une évolution linéaire et modérée de sa leptinémie, des
hyperinsulinémies provoquées sur cette souche permettraient de déterminer le role exact de

I’insuline sur la leptinémie.
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VII. LE RAT LOU/C EST UN MODELE DE VIEILLISSEMENT SAIN AU REGARD
DE SA MASSE ADIPEUSE, DE SON INSULINEMIE ET DE SA LEPTINEMIE

Une hyperleptinémie a été associée a une augmentation de la pression artérielle (Shek
et al, 1998). La résistance a la leptine est en quelque sorte sélective. La leptine active le
systéme nerveux sympathique méme chez des sujets obeses pourtant reconnus comme étant
résistants a la leptine (Haynes, 2000, Mark et al, 2002).

Parmi les nombreux effets « bénéfiques » attribués a la restriction calorique, de
nombreuses études, aussi bien chez I’homme que chez des modeles animaux, ont montré
qu’une restriction alimentaire influengait la plasticité neuronale et pouvait prévenir le
développement de maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer ou la maladie
de Parkinson (Mattson et al, 2003). Toujours au niveau neuronal, L’insuline serait ¢galement
impliquée dans le développement de nombreuses pathologies du systéme nerveux central
(Schulingkamp et al, 2000). Une restriction alimentaire permet le retour a une tension
artérielle normale en partie suite a une diminution de la leptinémie (Swoap, 2001).

Une diminution de la prise alimentaire prévient les altérations de I’ADN dues a un
stress oxydatif apparaissant normalement au cours du vieillissement chez des animaux non
restreints alimentairement (Merry, 2002).

Le rat Lou/C a été proposé par Alliot et al. (2002) comme bon modele d’étude du
vieillissement. Nos données montrent pour la premicre fois que le rat Lou/C ne développe ni
d’obésité et ni I’hyperleptinémie et la résistance a 1’insuline qui lui sont associées. Le rat
Lou/C est un modele de vieillissement sain au regard des nombreuses pathologies associées a

ces parametres métaboliques.
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CONCLUSION GENERALE
ET PERSPECTIVES




CONCLUSION GENERALE

Cette étude a permis dans un premier temps de caractériser la balance énergétique du
rat Lou/C par rapport au rat Wistar. Le rat Lou/C a tous les ages présente une adiposité (masse
de tissus adipeux blancs et index de Lee) nettement inférieure a celle des rats Wistar. Cette
adiposité plus faible peut avoir pour origine la dépense énergétique des rats Lou/C supérieure
a celle des rats Wistar, et une activité locomotrice supérieure. De plus, la prise alimentaire des
rats Lou/C est inférieure a celle des rats Wistar a tous les ages.

La dépense énergétique est en partie stimulée par le systéme nerveux sympathique qui
est en retour inhibé par I’insuline et la leptine, deux marqueurs de la quantité de réserves
adipeuses qui agissent également sur la régulation de la prise alimentaire. Dans une deuxi¢éme
étude, nous avons donc déterminé le role de cette boucle de rétrocontrole dans la balance
énergétique. L’activité sympathique est spécifiquement augmentée dans les tissus adipeux
blancs et bruns des rats Lou/C par rapport aux rats Wistar ce qui pourrait engendrer une
lipolyse accrue ainsi qu’une augmentation de la thermogenése. Par contre, les rats Wistar
présentent une insulinémie et une leptinémie beaucoup plus élevées au cours du vieillissement
que celles des rats Lou/C. Ces concentrations d’hormones plasmatiques n’ont pas les effets
physiologiques escomptés chez le rat Wistar ce qui montre 1’installation avec le vieillissement
d’une résistance a l’insuline et a la leptine. Le non-développement d’une résistance a
I’insuline chez le rat Lou/C est confirmé par les taux de perfusion de glucose supérieurs lors
du clamp euglycémique-hyperinsulinique.

Les rats Lou/C présentent un profil noradrénergique central diminué notamment au
niveau des noyaux hypothalamiques impliqués dans le contrdle de la balance énergétique. Ces
modifications pourraient étre a 1’origine de I’innervation sympathique augmentée dans les
tissus adipeux. Par contre le profil sérotoninergique des structures centrales du rat Lou/C
semble moins modifié¢ par rapport a celui des rats Wistar, ce qui laisse supposer que la
sérotonine n’intervient pas dans la prise alimentaire diminuée du rat Lou/C.

Nous avons ainsi caractérisé la balance énergétique du rat Lou/C et confirmé le non-
développement d’obésité chez cette souche. Par ailleurs, nous sommes les premiers a montrer
que le rat Lou/C est un bon modele de vieillissement sain en considérant la régulation de sa
balance énergétique et certains parameétres endocrines comme le non-développement d’une

résistance a I’insuline.
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PERSPECTIVES

En continuité logique avec les résultats de notre thése, les hypothéses que nous
proposons d’évaluer concernent le métabolisme énergétique, le contrdle monoaminergique et

le rétrocontrole neuroendocrine.

Perspectives spécifiques a la balance énergétique des rats Lou/C

L’étude du rat Lou/C pour ces particularités métaboliques et en tant que modéle de
vieillissement sain n’en est qu’a ses débuts et de nombreux paramétres physiologiques,
tissulaires et cellulaires manquent afin de caractériser le métabolisme énergétique de ce rat.

Le rat Lou/C présente a 6 et 12 mois une dépense énergétique moyenne supérieure a
celle des rats Wistar. Une étude de la thermogenése postprandiale permettrait de déterminer
I’'une des causes éventuelles de cette dépense énergétique supérieure observée chez le rat
Lou/C et d’évaluer le role de la thermogenése postprandiale dans le non-développement de
I’obésité sur ce modele animal. En effet, une mauvaise efficacit¢ de la thermogenése
postprandiale peut étre a ’origine du développement de I’obésité chez le rat et dans une
moindre mesure chez I’homme (Glick et al, 1984). Cette dépense énergétique s’effectue sous
forme de thermogenése sans frisson activée par D’ingestion de nourriture et ce
indépendamment de la densité calorique des aliments. Le tissu adipeux brun est responsable
de 35 a 65 % de l'augmentation de la thermogenese dans différentes situations notamment lors
de la thermogenese postprandiale. La stimulation du tissu adipeux brun est sous le contrdle de
I’innervation sympathique. Au cours de notre étude nous avons montré que le rat Lou/C
présente une augmentation de 1’activité sympathique dans le tissu adipeux brun. De plus ces
mesures offrent un indicateur spécifique de la fonctionnalité du tissu adipeux brun et de
I’efficacité de son innervation. En pratique, 1’évaluation de la thermogenése postprandiale est
réalisée ainsi : les rats sont privés de nourriture pendant 24 h et leur dépense €nergétique est
mesurée par calorimétrie indirecte toutes les 5 min pendant 45 min apres la présentation de 5
g de nourriture (Monda et al, 1997).

Les protéines découplantes (UCP-1, -2, -3) de la membrane des mitochondries
permettent une dissipation d’énergie sous forme de chaleur. Leur expression est stimulée par
le systéme nerveux sympathique dans les tissus adipeux bruns et blancs (Rayner, 2001). Les
rats Lou/C présentent une augmentation de I’activité sympathique dans ces tissus ainsi qu’une

augmentation de [’activité cytochrome oxydase (enzymes du métabolisme oxydatif
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mitochondrial) dans le tissus adipeux blanc. L’évaluation de la quantité de protéines
découplantes (UCP-1, -2, -3) dans les différents organes du rat Lou/C (tissu adipeux brun,
blanc, muscles...) nous permettrait d’avoir une approche fonctionnelle au niveau tissulaire,
supplémentaire afin de déterminer I’origine de la dépense énergétique plus ¢élevée chez le rat

Lou/C.

Perspectives spécifiques au systéme monoaminergique central et au systéme
sympathique des rats Lou/C

La seconde partie de notre étude s’est attachée a faire un « état des lieux » concernant
1) Pinnervation sympathique des organes impliqués dans la balance énergétique, 2) le profil
monoaminergique central du rat Lou/C par rapport au rat Wistar. Afin d’évaluer I’importance
relative de nos observations sur le non-développement de 1’obésité chez le rat Lou/C, une des
perspectives serait de déséquilibrer ces systemes de contrdle et d’étudier les répercussions
fonctionnelles.

Une Iésion de I'hypothalamus ventromédian (Figure 37) engendre le développement de
I'obésité aussi bien chez le rat que chez 'homme (Bray, 1990). Chez le rat, une 1ésion de
I'hypothalamus ventromédian se traduit a la fois par une augmentation de la prise alimentaire
et une diminution du métabolisme de repos et de 1'activité locomotrice (Hustvedt et al, 1984).
L'hypothalamus ventromédian est une zone privilégiée de I’action anorexigene de la leptine
(Schwartz et al, 2000). Les rats ayant subi une Iésion de I'hypothalamus ventromédian
développent une résistance a la leptine (augmentation de la sécrétion de leptine par les
adipocytes mais absence de réponse physiologique, I'hypothalamus ventromédian, zone
centrale effectrice, étant détruit). Une Iésion de I'hypothalamus ventromédian engendre
¢galement une hyperinsulinémie et un dysfonctionnement de la régulation de la glycémie
(Dube et al, 1999, Nonogaki, 2000). La diminution de la dépense énergétique chez les
animaux lésés s’explique en partie par une altération de la stimulation sympathique du tissu
adipeux brun (tissu impliqué dans la thermogenese) (Niijima et al, 1984, Monda et al, 1997).

Nos résultats précédents ont montré une réduction du statut noradrénergique dans
I'hypothalamus ventromédian chez le rat Lou/C. Une Iésion de cette structure chez ces rats
permettra 1) de tester la réactivité neuroendocrine des systemes impliqués dans la régulation
de 1'homéostasie énergétique (Leptinémie, insulinémie...), 2) de déterminer si le rat Lou/C est
capable de développer d’autres mécanismes de régulation, 3) de déterminer I’importance
relative de 1’hypothalamus ventromédian dans la balance énergétique particuliere du rat

Lou/C.
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La sympathectomie a permis chez les animaux développant une obésité, de déterminer
les contributions relatives de la prise alimentaire et de la dépense énergétique dans le
déséquilibre de la balance énergétique (Levin et Sullivan, 1984, Desautels et al, 1991). Par
traitement pharmacologique a la guanéthidine, il est possible de produire chez le rat une
sympathectomie permanente sans altérer 1’activité des monoamines centrales. Le rat Lou/C
présente a 2 et 6 mois des modifications de l'activité sympathique dans les organes
périphériques. La sympathectomie permettrait d’évaluer I’importance du rdle de ces

modifications dans la spécificité de la balance énergétique du rat Lou/C.

Perspectives spécifiques a la boucle de rétrocontréle hormonale des rats Lou/C

Le développement plus tardif d’une résistance a la leptine chez le rat Lou/C n’est que
suggéré par nos dosages de leptinémie plasmatique. La mesure de la quantité de leptine dans
les tissus adipeux blancs (par dosage radioimmunologique) des rats Lou/C comparés aux rats
Wistar déterminerait précisément la production de leptine par les adipocytes. La mesure de la
dépense énergétique et de la prise alimentaire suite & une injection de leptine et une étude de
I’expression des récepteurs hypothalamiques de la leptine attesteraient du non-développement
de la résistance a la leptine chez le rat Lou/C (Scarpace et al, 2000).

D’autres facteurs sécrétés par les adipocytes tels que 1’adiponectine (Tsao et al, 2002)
ou la résistine (Rajala et al, 2003) interviennent dans 1’équilibre métabolique et a ce titre

pourraient étre étudiés chez les rats Lou/C.

D’autres neurotransmetteurs et d’autres structures centrales pourraient étres impliqués
dans le particularisme de la balance énergétique du rat Lou/C.

De nombreux neurotransmetteurs au niveau hypothalamique sont impliqués dans la
régulation de la prise alimentaire et de la dépense énergétique et sont modulés par les signaux
adipocytaires périphériques. La quantit¢ de NPY, de galanine, d’orexine, de BDNF, du
peptide Agouti, de la proopiomélanocortine, de la corticolibérine, de la thyrotropine-releasing
hormone... ainsi que leurs récepteurs pourraient étre étudiés afin de déterminer finement les

interrelations entre ces molécules dans les différents noyaux hypothalamiques des rats Lou/C.
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De maniere générale, le rat Lou/C est un nouveau modeéle permettant de discriminer les
effets de I’dge, des effets de I’obésité

Le non-développement d’une résistance a 1’insuline au cours du vieillissement chez les
rats Lou/C nous a permis de confirmer les études montrant que I’hyperinsulinémie observée
au cours du vieillissement est liée a une augmentation de la masse adipeuse. Certains auteurs
remettent en question les modeles de restriction alimentaire utilisés pour obtenir des animaux
agés non-obeses (Gabriely et al, 2002). L’étude du rat Lou/C pourrait servir a déterminer les
effets propres du vieillissement des effets dus a I’installation de 1’obésité dans de nombreux
autres parametres physiologiques sans avoir a stresser 1’animal par une restriction calorique,

un exercice prolongé ou une ablation du tissu adipeux.
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Characterisation of energy balance and its central en peripheral monoaminergic
control in an obesity-resistant rat (Lou/C rat)

The Lou/C rat is presented both as an obesity-resistant rat with a low fat accumulation
and as a model of healthy ageing. To characterise the mechanisms underlying obesity
resistance in this strain, we measured adiposity, food intake and energy expenditure by
indirect calorimetry at 1, 6, 12, 18, and 24 months of age in comparison with Wistar rat. The
role of brain monoamines in the different energy balance of Lou/C rats was evaluated by
assessing the monoamine contents and the activity of rate-limiting enzymes in monoamine
biosynthesis, in brainstem noradrenergic and serotonergic cell groups and in two
hypothalamic nuclei. The sympathetic nerve activity was measured in target organs storing
fuel substrates or implicated in energy expenditure. Moreover, plasma insulin and leptin
concentrations two hormones providing rewards of energy stores to brain were determined
throughout life span in Wistar and Lou/C rats. At each age, compared to Wistar rats, Lou/C
rats presented a lesser food intake and exhibited higher energy expenditure at 6 and 12
months of age. The Lou/C rats exhibit an enhanced sympathetic outflow restricted to the
white and brown adipose tissue, associated with a reduced noradrenergic pattern in brainstem
and hypothalamic areas involved in energy balance regulation. From the age of 6 months, the
plasma leptin concentrations in Wistar rats were higher than in Lou/C rats of the same age.
Plasma insulin concentration increased markedly in elderly Wistar rats, but in contrast
remained stable during ageing in Lou/C rats. Lou/C rats did not develop insulin resistance as
confirmed by the hyperinsulinemic-euglycemic clamp.

The sympathetic nervous system and the brain monoamines seem to be involved in the
particular energy balance exhibited by the Lou/C rat. Lou/C rats display a healthy ageing
considering fat accretion, leptin and insulin resistance.



RESUME

Le rat Lou/C ne développe pas d'obésité et est présent¢ comme un modéle de
vieillissement sain. Afin de caractériser la balance énergétique de ces rats, leur adiposité, leur
prise alimentaire ainsi que leur dépense énergétique ont été mesurées a 1, 6, 12, 18 et 24 mois
en comparaison avec des rats Wistar. Le role des monoamines centrales dans la balance
énergétique particuliere des rats Lou/C a été évalué en mesurant les contenus en monoamines
et l'activit¢ des enzymes limitantes de leur synthése dans les noyaux bulbo-pontiques
noradrénergiques, sérotoninergiques et dans les noyaux hypothalamiques. L'activité
sympathique a ét¢ mesurée dans les tissus périphériques impliqués dans la mise en réserve et
la dépense énergétique. Les concentrations plasmatiques de leptine et d'insuline, deux
hormones informant les centres de 1'état des réserves énergétiques, ont été déterminées au
cours du vieillissement chez les deux souches.

Le rat Lou/C présente a tous les ages une prise alimentaire inférieure au rat Wistar et
une dépense énergétique supérieure a 6 et 12 mois. Les rats Lou/C ont une activité
sympathique spécifiquement augmentée dans les tissus adipeux blancs et brun associée a une
diminution du profil catécholaminergique central dans certaines structures bulbo-pontiques et
dans les noyaux hypothalamiques régulant la balance énergétique. Dés 6 mois, la leptinémie
des rats Wistar est supérieure a celle des rats Lou/C. L'insulinémie augmente fortement chez
les rats Wistar agés, alors qu'elle reste stable au cours du vieillissement chez les rats Lou/C.
L’absence de résistance a l'insuline chez les rats Lou/C est confirmée par le test
euglycémique-hyperinsulinique.

Ainsi, le systeme nerveux sympathique et le contrdle monoaminergique central sont
impliquées dans le déterminisme énergétique du rat Lou/C et cette souche est un modele de
vieillissement sain au regard de sa balance énergétique, de son adiposité, de la résistance a la
leptine et a I'insuline.

THESE DE PHYSIOLOGIE
MOTS-CLES :

obésité, vieillissement, dépense énergétique, prise alimentaire, tissus adipeux, noyaux
hypothalamiques, noradrénaline, sérotonine, leptine, insuline.
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