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RESUME

Mots clés : Homéostasie énergétique, hypothalamus, détection du glucose, dynamique

mitochondriale, Espéces Actives de I’Oxygene mitochondriales (mEAOs).



L’homéostasie énergétique se définit comme le maintien de 1’équilibre entre les
apports et les dépenses d’énergie. La régulation nerveuse de cet équilibre est principalement
assurée par 1’hypothalamus. Il existe dans cette structure des neurones spécialisés dont
I’activité électrique est modifiée par des signaux nerveux, métaboliques et hormonaux.Nous
avons travaillé sur la détection du glucose dans cette structure, qui permet 1’¢laboration d’une
réponse adaptée en termes de prise alimentaire et de contrle du métabolisme. Lors de cette
détection, I'utilisation du glucose conduit a la formation d’Espéces Actives de 1’Oxygéne
d’origine mitochondriale (mEAQOs) par la chaine respiratoire mitochondriale (CRM),
constituant une signalisation redox indispensable aux réponses physiologiques. De récentes
études in vitro (cultures de myoblastes, hépatocytes) ont par ailleurs mis en évidence le role
de la dynamique mitochondriale, qui contrdle la morphologie des mitochondries par des
mécanismes de fission et de fusion, sur la production de mMEAOs induite par une
hyperglycémie. Cette derniére déclenche la fission des mitochondries de fagcon concomitante a
la production de mEAOs. En revanche, le blocage de la fission empéche la production de
mEAOs lors de I’hyperglycémie dans ces cultures. Ces études suggéraient donc que la fission
soit déclenchée par I’hyperglycémie et permette alors la production de mEAOs.

Mon projet de thése a consist¢ a déterminer I’implication de la dynamique
mitochondriale dans la signalisation mMEAQOs lors de la détection hypothalamique du glucose.
Nos résultats nous ont permis de mettre en évidence, dans un premier temps, un adressage de
la protéine de fission DRP1 a la mitochondrie dans I’hypothalamus lors d’une hyperglycémie
cérébrale, évenement nécessaire au déclenchement de la fragmentation des mitochondries.
Cette fragmentation est confirmée en imagerie ou I’analyse morphologique montre des
mitochondries plus petites, plus sphériques et moins allongées que celles des témoins. Dans
un deuxiéme temps, nous avons déterminé I’implication de cette fission mitochondriale dans
la détection hypothalamique du glucose. Son importance a pu étre évaluée en bloquant la
fission des mitochondries par I’inhibition de ’expression de la protéine de fission DRP1
spécifiquement dans le VMH, par interférence ARN. Cette stratégie nous a permis d’obtenir
une inhibition de I’expression de DRP1 de pres de 80%, 72h apres 1’injection. Cette inhibition
est localisée au VMH et a pour conséquence une élongation des mitochondries qui présente
un réseau mitochondrial plus filamenteux. L’étude du phénotype des animaux a mis en
évidence une hyperphagie associée a I’inhibition de la fission mitochondriale dans le VMH.
Cette hyperphagie n’entraine cependant aucune modification du poids corporel. Ceci suggere
une augmentation des dépenses énergétiques chez ces animaux. De plus, ils présentent une
perte de sensibilité hypothalamique au glucose qui conduit a un défaut du contréle nerveux de
la sécrétion d’insuline, ainsi qu’a une perte de I’effet satiétogéne du glucose lors d’un test de
réalimentation. Nous montrons que cette perte de sensibilité au glucose est due a un défaut de
production hypothalamique des mEAQOs en réponse au glucose, production qui est nécessaire
a la signalisation responsable des réponses effectrices. Ce défaut de production de mEAOSs est
associé a un dysfonctionnement de la CRM. L’ensemble de ce travail permet donc de montrer
pour la premiere fois, in vivo, que la fission mitochondriale est indispensable a la production
hypothalamique de mEAOs lors d’une hyperglycémie cérébrale. Cette production est
nécessaire au déclenchement du contréle nerveux permettant d’une part la sécrétion
d’insuline et d’autre part le rassasiement induit par le glucose intra-hypothalamique.



ABSTRACT

Keywords: Energetic homeostasis, hypothalamus, glucose sensing, mitochondrial dynamics,
mitochondrial Reactive Oxygen Species (mROS).



Energetic homeostasis results in the balance between energy intake and expenditure.
The hypothalamus plays an important role in the regulation of both energetic metabolism and
food intake in sensing hormonal and metabolic signals. For instance, changes in hypothalamic
glucose level modulate food intake and insulin secretion. We have previously found that 1)
increased hypothalamic glucose level triggers production of mitochondrial reactive oxygen
species (MROS) from the electron transport chain; 2) hypothalamic mROS production is
involved in glucose homeostasis and food intake control. The molecular mechanisms involved
in glucose-induced hypothalamic mROS production are still unknown. Mitochondrial
dynamics control mitochondrial morphology through fission or fusion mechanisms. Recent in
vitro studies have shown that mitochondrial fission is involved in glucose-induced myoblasts
and hepatocytes mROS production.

The main hypothesis of my thesis was that mitochondrial dynamics were involved in
1) hypothalamic glucose-induced mROS signaling and 2) hypothalamic glucose
sensitivity.We first showed in vivo that increased hypothalamic glucose level in response to
an intracarotid glucose injection induces recruitment of the mitochondrial fission protein
DRP1 at the mitochondria and triggers mitochondrial fragmentation. The second part of my
work was to determine whether mitochondrial fission is involved in hypothalamic glucose
sensitivity. Therefore, we inhibited DRP1 expression in the ventromedial hypothalamus
(VMH) by siRNA injection. 72h post siDRP1 injection, VMH DRP1 expression was
decreased by 80%. At this time, we found that increased hypothalamic glucose level failed to
increase hypothalamic mROS production. In addition, intracarotid glucose injection-induced
insulin secretion was decreased. Finally, VMH glucose injection-induced food intake
inhibition was attenuated in siDRP1 treated animals. In a last set of experiments, we found ex
vivo by oxygraphy that hypothalamic mROS production is associated with electron transport
chain dysfunction. Altogether, our work shows for the first time that mitochondrial fission is
involved in mROS dependent hypothalamic glucose sensitivity. Furthermore, this work
demonstrates that mitochondrial fission plays a critical role in the regulation of glucose
homeostasis and food intake.
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INTRODUCTION




Préeambule

L’homéostasie énergétique est un état d’équilibre dynamique entre les apports et les dépenses
d’énergie permettant le maintien d’un milieu intérieur stable, a I’échelle d’une journée ou de
la vie. Les apports trouvent leur origine dans 1’alimentation, tandis que les dépenses résultent
principalement de I’ensemble des réactions biochimiques nécessaires au fonctionnement
minimal de toutes les cellules (le métabolisme basal), de la thermogénese et de I’activité

physique (Figure 1).

Balance énergétique

Apports énergétiques
* prise alimentaire

Dépenses énergétiques
* métabolisme basal
* activité physique

* thermogénese

Figure 1 : Représentation schématique de 'homéostasie énergétique.

Par la tenue de cet équilibre, un individu conserve au cours de sa vie adulte un poids corporel
stable. En cas de déséquilibre, tout un systeme de régulations se met en place afin de rétablir

le poids corporel a sa valeur de référence, c’est la notion de pondérostat.
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L’homéostasie énergétique est contrélée a la fois par les organes périphériques (foie,
pancréas, muscle, tissu adipeux...) et le systeme nerveux central (SNC). La régulation
nerveuse de 1’homéostasie énergétique a court- ou long-terme implique que le SNC soit
informé en permanence du statut €nergétique de 1’organisme par des signaux issus de la
périphérie. Il existe donc un dialogue entre périphérie et SNC, faisant intervenir des signaux
complémentaires et en interaction, de nature hormonale (insuline, leptine, ghréline,...),
métabolique (glucose, acides gras, protéines...) et nerveuse (SNC et systéme nerveux

autonome (SNA)) (Figure 2).

L’analyse de ces informations périphériques par le SNC déclenche des réponses adaptees a la
fois comportementale (ajustement de la prise alimentaire (PA)), neuro-endocrine (Systeme
hypothalamo-hypophysaire) et végétatives (modification de 1’activité d’organes et tissus
périphériques par I’intermédiaire du SNA). Cet équilibre est également sous 1’influence de
facteurs indépendants au métabolisme de 1’organisme comme par exemple les phénomenes
sociaux, cognitifs ou, d’une maniére plus générale, I’environnement. Ils sont importants,

notamment chez I’Homme, mais difficilement contr6lables ou mesurables.

Dés 1953, Jean Mayer énoncait une théorie dite « glucostatique » permettant d’expliquer la
régulation de la PA a court-terme (Mayer, 1953). En effet, ses travaux montraient que la PA
était augmenté en quelques minutes en réponse a une hypoglycémie. Il postula ainsi
I’existence d’un mécanisme central de régulation a court-terme permettant d’ajuster les
dépenses énergétiques et la PA en fonction des besoins afin de maintenir un statut énergétique
constant. Ce mécanisme dépendrait étroitement des réserves et de la disponibilité en glucides
de I’organisme. Cette théorie suppose donc I’existence de mécanismes centraux permettant de
détecter des variations du taux de glucose circulant pour permettre une réponse adaptée. Sur
un modele similaire, I’hypothése d’un mécanisme « lipostatique » fondé sur le maintien de la
proportion de graisses mobilisées en fonction de la masse adipeuse a été proposee. Dans ce
cadre, les concentrations de deux hormones majeures du métabolisme, 1’insuline et la leptine,
sont sur le long terme des informations pour le SNC de I’état d’adiposité de 1’organisme.
Ainsi, une augmentation des réserves en graisse augmenterait proportionnellement leur
mobilisation et donc leur utilisation par les tissus, diminuant ainsi les besoins en glucides. Les
mécanismes de régulation a long-terme qui seraient ainsi dictés par le statut lipidique,
permettraient de corriger ou d’ajuster les mécanismes de régulation a court-terme dépendants

du statut glucidique (van Itallie, 1990).
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Détection cérébrale
des nutriments 28

Prise alimentaire

Nutriments ’

Circulation

sanguine
Hormones

Figure 2 : Boucle de rétrocontrdle des nutriments et hormones circulants, intégrés au
niveau central et permettant la régulation de 'homéostasie énergétique et de la prise
alimentaire.

Anand et Chhina en 1964, puis Oomura en 1969 révelent I’existence de neurones
hypothalamiques répondant au glucose en termes d’activité électrique, mettant ainsi en
¢vidence le rdle crucial du SNC dans la détection et I’intégration des signaux énergétiques

(Anand et al., 1964; Oomura et al., 1969).

Le glucose est un substrat circulant majeur pour informer le SNC de 1’état énergétique
de I’organisme. En effet, sa concentration est précisément controlée, ce qui lui confére, mis a
part son rble énergétique, une valeur informative particuliére au regard des autres signaux
dont les concentrations sont contenues dans un intervalle plus variable. Ainsi, la concentration
circulante en glucose est en permanence maintenue a 1g/L. Tout éloignement de cette valeur
de référence met en jeu des systemes de détection qui aboutissent a un retour précis a cette
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valeur. Ces systémes représentent des processus fondamentaux du maintien de I’homéostasie
énergétique. De plus, les mécanismes de régulation de la glycémie sont parmi les mieux
connus, et de nombreux sites de détection de la glycémie sont identifiés aussi bien en

périphérie qu’au niveau du SNC.

Au cours de ce travail, je me suis intéressé aux mécanismes mis en jeu lors de la détection
du glucose au niveau hypothalamique. Je m’attacherai donc dans cette introduction a
présenter en particulier la détection du glucose au niveau du SNC et la régulation nerveuse du
métabolisme en lien avec cette détection. Finalement, je focaliserai mon exposé sur la
mitochondrie, en effet, dans I’équipe, il a été montré que celle-ci est indispensable aux
signalisations qui permettent une réponse adaptée par ’hypothalamus lors de la détection

d’une hyperglycémie.

Régulation nerveuse de I’homéostasie énergétique

A.Principales structures impliquées

1. Le systeme nerveux central : cas de I’hypothalamus

Parmi les structures du SNC impliquées dans la régulation de I’homéostasie
énergétique, le tronc cérébral (TC) et I’hypothalamus occupent une place primordiale. Ils
jouent notamment le réle de point d’arrivée des informations. Les afférences issues de
différents organes périphériques (foie, pancréas, tractus digestif, tissu adipeux, etc...) arrivent
principalement au TC au niveau du bulbe rachidien. Les informations circulantes, elles,

(hormones et nutriments) arrivent également a ces deux niveaux (Figure3).

Le TC comporte des noyaux-relais primordiaux entre I’hypothalamus et le SNA,
comme le noyau dorsal moteur du nerf vague (DMX) et le noyau du tractus solitaire (NTS)
(Fox and Powley, 1985; Powley, 2000a, b). Il contient la majorité des neurones pre-

ganglionnaires vagaux qui sont les cibles de projections issues notamment de I’hypothalamus
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(Luckman and Lawrence, 2003). Son organisation lui permet d’étre ainsi un centre intégrateur

et un relais essentiel, par le nerf vague, jusqu’aux organes du métabolisme.

dorsal Cervelet

Lobes olphactifs
antérieur Tronc Cérébral
A)\_/\ postérieur

/ ventral

Figure 3: Schéma d'un cerveau de rongeur montrant les différentes régions
hypothalamiques impliquées dans la régulation nerveuse du métabolisme
énergétique. L’insert du haut représente une coupe longitudinale du cerveau. Les
deux traits verticaux localisent le niveau des deux coupes frontales représentées en
dessous. Abréviations : CC (corps calleux), CCX (cortex cérébral), FX (fornix), PVN
(noyau paraventriculaire), DMN (noyau dorsomédian), LH (hypothalamus latéral),
VMN (noyau ventromédian), 3V (3°™ ventricule), NA (noyau arqué), EM (éminence
médiane), OC (chiasma optique).

Dans le cadre de la détection du glucose, ’hypothalamus est le centre intégrateur le
plus étudié et le mieux documenté (Horvath et al., 2009). C’est une structure diencéphalique
constituée de plusieurs noyaux, parmi lesquels les noyaux arqué (NA), ventromédian (VMN),
dorsomedian (DMN), paraventriculaire (PVN) ainsi que I’hypothalamus latéral (LH). Ces
principaux noyaux jouent un role fondamental dans la régulation de ’homéostasie énergétique
(Figure 4). De fagon générale, la région périventriculaire de 1’hypothalamus est impliquée
dans la détection des signaux circulants (issus du sang et du liquide céphalorachidien) et dans
I’organisation des réponses endocriniennes (via les projections sur I’hypophyse et 1’éminence
médiane). La région médiane, composee de noyaux tels le DMN et le VMN, recoit de

nombreuses afférences nerveuses et est impliquée dans les comportements adaptatifs. Enfin,
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la région latérale, qui ne comprend pas de noyaux clairement identifies, est considérée comme
¢tant I’interface entre 1’hypothalamus, et les systémes moteurs autonome et somatique. Le
PVN présente la particularité d’étre impliqué dans le contrdle a la fois des sécrétions

hypophysaires, du SNA et de nombreux comportements (Williams et al., 2001).

Médian < > Latéral -

Dorsal

Ventral
Antérieur
3éme V| '
Postérieur

EM

Figure 4 : Représentation schématique en trois dimensions des différents noyaux
hypothalamiques. D’apres Berthoud, 2002.

II. Le contr6le du métabolisme énergétique par le SNA

Le SNA controle les fonctions végétatives de ’organisme constitué¢ des systémes
nerveux parasympathique (SNPS) et sympathique (SNS). C’est une voie efférente majeure, en
effet, il innerve la majorité des organes et tissus périphériques impliqués dans le métabolisme
(Figure 5). Ainsi, de fagon schématique, 1’augmentation du tonus parasympathique a lieu en
situation d’exces énergétique et son action est anabolique (activé au cours du repas puis en
phase post-prandiale). Son activation induit principalement le stockage énergétique
(glycogénogénése et lipogénese). A I’inverse, le SNS est activé lors d’un déficit énergétique
(lors d’un jeline ou a distance d’un repas) et son action est catabolique : il induit la

mobilisation du glucose et des acides gras libres (AGL) a partir des tissus de réserves, ou
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encore la cétogenese hépatique (Scheurink and Nolan, 1996). Les effets du SNA sont soient
directs sur les tissus cibles qu’il innerve, soient indirects par la libération d’hormones que son

activation provoque (pancréas, glandes surrénales) (Figure 6).

Systeme Nerveux Parasympathique Systeme Nerveux Sympathique

Foie

(" S__— Pancréas

5 \_\ \, ——:4; Ff‘

2] (- — Pr0ic '

N s _ X | " Pancréas

Estomac '%\' B <

Intestin Gréle : ) J - \J Estomac
) == 7 \\ 7 — (S

\
) \ \ Intestin gréle
Colon ;\ 2 Nt

=

<

S5

Glande surrénale

Figure 5: Organisation générale du SNA Sympathique et parasympathique sur les
principaux organes cibles du métabolisme énergétique.

L’information traitée au niveau hypothalamique est transmise au SNA par le LH et le
VMN principalement (Luiten et al., 1987). Les fibres du LH sont en relation directe avec le
DMX, le NTS et les noyaux ambigus qui contiennent la majorité des fibres pré-ganglionnaires
du SNPS. Le VMN est lui en connexion avec les fibres pré-ganglionnaires sympathiques

situées dans la colonne inter-médio-latérale (IML) de la moelle épiniére (Figure 7).

Les noyaux DMN et PVN modulent également ’activité du SNA. Le DMN regoit des
projections du LH et du VMN et se projette sur le DMX, alors que le PVN émet des
projections a la fois sur les groupements cellulaires médullaires parasympathiques et sur

I’IML sympathique au niveau thoraco-lombaire (Shapiro and Miselis, 1985a, b).
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Figure 6 : Effets de la stimulation du systeme nerveux autonome a partir des noyaux
de l'hypothalamus ventromédian (VMH) et latéral (LH) sur différents organes
impliqués dans la régulation du métabolisme.

=) Activation, wxunsPp |nhibition

Les interrelations entre 1’hypothalamus et I’activité du SNA seront détaillées plus loin,
uniquement en relation avec les signaux per¢us par 1’hypothalamus et les populations

neuronales identifiées (quand elles sont connues) dans cette structure.
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Figure 7 : Représentation schématique des connexions entre I'’hypothalamus, le tronc
cérébral, les principales voies nerveuses du systéme nerveux autonome et leurs
tissus ou organes cibles.

Pancréas

Glandes
surrénales

PVN : noyau paraventriculaire, VMH : hypothalamus ventro-médian, LH
hypothalamus latéral, DMH : hypothalamus dorso-médian, SGC : substancia grisea
centralis, NTS : noyau du tractus solitaire, 10 : noyau moteur du vague, Amb :Noyau
ambigu, RET : formation réticulée, IML : colonne intermédio-latérale

27



Populations neuronales de I’hypothalamus

De nombreuses populations neuronales ont été identifiées au niveau hypothalamique et
ont un impact sur 1’activité de celui-ci. Ces populations sont dites de premier ou second ordre
selon qu’elles détectent directement ou secondairement les signaux humoraux. Elles sont en
grande partie identifiées par leur effet orexigéne ou anorexigéne. Les neurones de 2™ ordre
sont principalement localisés dans le PVN et le LH et recoivent des projections des neurones
NPY et POMC (Tableau 1). On trouve aussi des neurones de 2" ordre dans le DMN et le

VMN mais leur identité en termes de neuropeptides reste mal connue.

Effets Orexigenes Effets Anorexigenes
Neuropeptides synthétisés a-MSH / CART
NPY / AgRP

dans le NA Neuromédine U

. L Orexines TRH
Neuropeptides synthétisés
essentiellement dans le MCH CRH
PVNetle LH . .

Ghréline Ocytocine

Tableau 1 : Principaux neuropeptides hypothalamiques impliqués dans la régulation
de 'homéostasie énergétique.

NPY (Neuropeptide Y), AGRP (Agouti Related peptide), a-MSH (a-Melanocyte
Stimulating Hormone), CART (Cocaine & Amphetamine-Related Transcript),
MCH (Melanin-Concentrating Hormone), TRH (Thyreotropin-Releasing
Hormone), CRH (Corticotropin-Releasing Hormone).

A. Le noyau arqué

La lésion specifique du NA conduit au développement d’une obésité associée a une

hyperphagie (Bergen et al., 1998; Meister et al., 1989). Ainsi, un certain nombre de travaux
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ont permis d’attribuer au NA un role fondamental dans le controle de 1’homéostasie
énergetique. Ce role est lié a la fois a sa localisation et son organisation. En effet, le NA est
localisé & la base du 3°™ ventricule et a proximité de 1’éminence médiane au niveau de
laguelle la barriere hémato encéphalique (BHE) est perméable (Ganong, 2000; Norsted et al.,
2008). En effet, a ce niveau, I’endothélium est fenestré, et on observe 1’expression de la
«Plasmalemmal vesicle-associated protein 1 » (PV1), protéine également exprimée au niveau
des capillaires irriguant des organes ou les échanges avec la circulation sanguine sont
importants (comme les tubules rénaux). Dans la région hypothalamique, PV1 est exprimée a
proximité des neurones du NA impliqués dans la controle de la prise alimentaire et du
métabolisme énergétique (Ciofi et al., 2009). Cette fenestration permettrait donc le passage
paracellulaire de facteurs circulants (glucose, lipides, hormones...) vers le parenchyme
nerveux. Le NA serait ainsi le premier noyau hypothalamique a détecter les signaux
humoraux peériphériques (Berthoud, 2002; Ciofi et al., 2009; Cone et al., 2001; Shin et al.,
2009). Cette hypothese est par ailleurs renforcée par les études montrant que ce noyau
exprime tous les acteurs nécessaires a la détection de ces signaux permettant a certains
neurones d’y répondre directement. Enfin, le NA présente des projections vers tous les autres
noyaux hypothalamiques impliqués dans la régulation de I’homéostasie énergétique, ainsi que

vers le tronc cérébral (Figure 8).

On classe ainsi les neurones du NA comme étant les premiers qui détectent les signaux
humoraux. Le NA est le relais des informations vers les autres noyaux hypothalamiques. Ces
derniers contiennent des neurones dits de 2" ordre qui recoivent les afférences des neurones
du NA (Figure 9) (Blouet and Schwartz, 2010; Levin et al., 2004). Toutefois, la détection
directe des signaux circulants dans le LH et dans le VMN, a été mise en évidence récemment
(Karnani and Burdakov, 2011). Le NA renferme schématiquement deux grandes populations
neuronales (les plus étudiées) qui se projettent sur les autres noyaux hypothalamiques
d’intérét. Ces deux populations, aux rdles antagonistes sont, les neurones orexigeénes a
neuropeptide Y (NPY) qui coexpriment 1’Agouti Related Peptide (AgRP) et les neurones
anorexigénes a pro-opiomélanocortine (POMC) coexprimant le Cocaine and amphetamine
Regulated Transcript (CART) (Grill and Kaplan, 2002; Hillebrand et al., 2002; Williams et
al., 2004) (Figure 9).
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Figure 8: Représentation schématique de la détection et de lintégration des
parametres métaboliques et endocriniens périphériques par les neurones du NA. Les
informations sont alors relayées aux neurones présents dans les autres noyaux
hypothalamiques avant d’étre acheminées vers des centres supérieurs et le tronc
cérébral.

L’AgRP est co-localisée dans 90% des neurones & NPY du NA (Hahn et al., 1998) et
serait libéré en méme temps que ce dernier. Les neurones a NPY/AgRP font partie du systéme
orexigéne ou anabolique. Les effets du NPY ont fait I’objet d’un grand nombre d’études. Le
NPY est un puissant orexigene, comme 1I’AgRP. Les études montrent que I’injection intra-
cérébro-ventriculaire (icv) ou intra hypothalamique de NPY stimule la PA (Stanley et al.,
1986) et diminue les dépenses énergétiques en diminuant 1’activité thermogénique du tissu
adipeux brun (Billington et al., 1991). De plus, I’injection continue ou répétée de NPY
conduit au développement d’une obésité associée a une hyperphagie, une augmentation de
I’insulinémie basale et de la lipogenése dans le foie et le tissu adipeux (Zarjevski et al., 1993).

L’expression du geéne et la libération du peptide sont stimulées lorsque 1’équilibre énergétique
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est négatif, c'est-a-dire lorsque les dépenses d’énergie sont supéricures aux apports (jeline,
hypoglycémie...) (Leibowitz and Wortley, 2004; Schwartz, 2001). Ainsi, les nutriments
circulants et les hormones modulent son expression. Des taux élevés de ghréline et de
glucocorticoides augmentent son expression alors que des concentrations élevées de leptine et
d’insuline la diminuent (Williams et al., 2001). Enfin, les nutriments sont également
responsables de 1’activation des neurones NPY et de son augmentation d’expression/relargage

(glucose et regime hyperlipidique ou riche en carbohydrates) (Beck, 2006).

Néanmoins, la délétion du géne n’entraine pas de diminution de la PA et du poids
aussi fortement qu’attendu (Erickson et al., 1996). Cette quasi-absence phénotypique laisse

suggerer que les nombreux systemes orexigenes sont redondants et peuvent se compenser.

Le NPY exerce ses effets orexigénes ou anaboliques par [D’intermédiaire,
essentiellement, des récepteurs de type Y1 et Y5 (Kushi et al., 1998; Schaffhauser et al.,
1997). En revanche, le mode d’action de I’AgRP est sensiblement différent puisqu’il n’active
pas de récepteur qui lui soit propre. Il exerce son effet orexigéne en inhibant le systeme
anorexigéne a mélanocortine du NA. En effet, le peptide AgRP est un antagoniste des
récepteurs MC4-R et MC3-R, qui lie I’a-Melanocyte Stimulating Hormone (a-MSH),
anorexigene, libérée par les terminaisons des neurones POMC (Fan et al., 1997; Leibowitz
and Wortley, 2004; Ollmann et al., 1997) (Figure 9).

Les neurones POMC co-expriment un autre peptide : CART (Elias et al., 1998). Ces
neurones font partie du systeme anorexigéne ou catabolique. Le peptide précurseur POMC est
clivé pour donner, entre autres, ’a-MSH. L’implication de ce peptide dans le maintien de
I’homéostasie énergétique a été mise en évidence suite au clonage des récepteurs MC3-R et
MC4-R. La délétion du gene MCA4-R entraine le développement d’une hyperphagie
accompagnée d’une obésité sévere chez la souris (Huszar et al., 1997). De plus, différentes
mutations de ce géne sont associ¢es au développement de 1’obésité chez 1’enfant (Vaisse et
al., 1998; Yeo et al., 1998). Enfin, les neurones POMC ont été montrés comme étant activés
uniquement apres un repas (Olszewski et al., 2001) (Figure 9).

Des injections icv de CART diminuent la PA, alors que celle-ci est augmentée suite a
I’injection d’anticorps dirigés contre ce peptide (Kristensen et al., 1998). Les neurones POMC
du NA constituent la population la plus importante du SNC, et on en trouve également au
niveau de I"’hippocampe et du NTS (Berthoud et al., 2006; Cone, 2005).
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Figure 9: Circuits neuronaux activés lors de la détection hypothalamique de
nutriments. Le systeme mélanocortinergique est le mieux caractérisé lors de la
détection hypothalamique des nutriments. Les neurones POMC anorexigenes et
NPY orexigénes du NA se projettent sur différents noyaux, dont le PVN, VMN et le
LH. En retour, le NA recoit des informations provenant du VMN et du LH ; ces deux
noyaux sont interconnectés et se projettent également sur le PVN, centre intégrateur.
Les neurones a orexines et MCH du LH interagissent avec le systeme a
mélanocortine et integrent les informations de ce systéme avec celles de la
récompense/motivation, préalablement traitées dans I'aire tegmentale ventrale (VTA)
et le noyau accumbens (Nac). Le NTS recoit des projections provenant du NA, du
PVN, du VMN et du LH, et intégre ces informations hypothalamiques descendantes
ainsi que des signaux issue de la sphére digestive. L’ensemble permet de contrbler
de multiples effecteurs comportementaux et métaboliques pour le maintien de
’homéostasie énergétique.

D’apres Blouet, 2010.

Les neurones POMC du NA, comme les neurones NPY, projettent majoritairement
vers le PVN et le LH (Kawano and Masuko, 2000; Legradi and Lechan, 1998, 1999; Lu et al.,
2003). Ces deux populations projettent sur les mémes neurones dans le PVN. Il s’agit de
neurones a Corticotropin Releasing Hormone (CRH) et a Thyreotropin Releasing Hormone

(TRH). Au niveau du LH, il s’agit de neurones a Melanin Concentrating Hormone (MCH) et a
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orexines (Elias et al., 1998; Fekete et al., 2000a; Fekete et al., 2000b; Legradi and Lechan,
1999). Ces deux populations neuronales sont d’autant plus liées qu’elles établissent au niveau
du NA des connexions fonctionnelles entre elles (Bagnol et al., 1999; Cowley et al., 2001,
Roseberry et al., 2004). Dans ce circuit neuronal, les neurones NPY sont capables d’inhiber
les neurones POMC via la libération d’acide y-aminobutyrique (GABA), ainsi que d’avoir un
effet antagoniste via I’AgRP. Ces neurones NPY et POMC peuvent également étre la cible de
I’a-MSH et de I’AgRP puisque ces neurones expriment les récepteurs MC4R (neurones
POMC et NPY) et MC3-R (neurones NPY) (Mounien et al., 2005), ainsi, les agonistes des
MC3/4-R dépolarisent alors que I’AgRP hyperpolarise les neurones POMC (Smith et al.,
2007). Des neurones exprimant les récepteurs MC3/4R sont abondamment retrouvés dans le
LH, VMN, PVN et le DMN au niveau hypothalamique, ainsi que dans le NTS et la moelle
épiniere (Mountjoy et al., 1994). De la méme maniere, les récepteurs au NPY sont retrouveés
largement dans tout le SNC. Dans I’hypothalamus, les récepteurs au NPY de type Y1, Y2 et
Y5 sont fortement exprimés dans le NA, le PVN et le VMN (Parker and Herzog, 1999).
(Figure 9)

Le NA innerve également directement le tronc cérébral, en particulier le NTS. Ainsi,
I’activation des MC4-R dans le tronc cérébral modifie 1’activité électrique des neurones et
conduit a une réduction de la PA (Grill et al., 1998; Williams et al., 2000), qui peut se
produire via une modulation pré-synaptique glutamatergique de la transmission synaptique
vagale depuis le tractus digestif (Wan et al., 2008). Cependant ces circuits restent a explorer

plus amplement.

B. Les autres noyaux hypothalamiques

La destruction bilatérale du PVN conduit a une obésité associée a une hyperphagie
(Aravich and Sclafani, 1983). Le PVN exerce donc un effet global anorexigéne.

Au moins trois neuropeptides synthétisés dans le PVN diminuent la PA et la
croissance pondérale : la CRH, la TRH et I’ocytocine (Glowa et al., 1992; Kow and Pfaff,
1991; Olson et al., 1991a; Olson et al., 1991b). La CRH stimule également la sécrétion
d’Adreno Cortico Tropic Hormone (ACTH) par 1’adénohypophyse, ce qui conduit a la

production de glucocorticoides par les glandes surrénales. La TRH, elle, stimule la libération
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d’homones thyroidiennes T3 et T4 via la sécretion de Thyroid Stimulating Hormone (TSH).
Les glucocorticoides et les hormones thyroidiennes participent au contréle de 1’homéostasie
énergétique en régulant notamment la production hépatique de glucose et la thermogénése
(Freake and Oppenheimer, 1995; Seitz et al., 1976). Une partie des neurones de 2" ordre du
PVN projettent sur les neurones pré-ganglionnaires du SNA en utilisant la CRH, la TRH et
I’ocytocine comme neurotransmetteur (Leibowitz and Wortley, 2004; Sawchenko and
Swanson, 1982; Williams et al., 2001) (Figure 9).

Le PVN est un important noyau dans I’intégration d’informations neuroendocrines ou
du SNA, et c’est I’'une des régions les plus innervées par les neurones POMC et NPY (Bagnol
et al., 1999; Cone, 2005). L’injection d’a-MSH dans le PVN régule la prise alimentaire et les
dépenses énergétiques (Cowley et al., 1999). Les fibres a ocytocine du PVN, activées lors de
la prise alimentaire (Johnstone et al., 2006), innervent le NTS (Blevins et al., 2003;
Sawchenko, 1987) qui integre les signaux satiétogénes également issus de la sphere digestive.
Il recoit également des efférences corticales permettant de limiter la PA (Berthoud et al.,
2006; Moran et al., 2001). In vivo, la stimulation électrique du PVN entraine une libération
d’ocytocine dans le NTS (Landgraf et al., 1990), et I’activation ocytocinergique du PVN par
la PA contr6le les neurones du NTS. Ce contr6le met en jeu le systeme mélanocortinergique
(Blevins et al., 2004; Kublaoui et al., 2008; Lokrantz et al., 1997; Maejima et al., 2009)
(Figure 9).

Le VMN participe au contrble de la satiété. La majorité des neurones qui constituent ce
noyau sont glutamatergiques (Ziegler et al., 2002). Ce noyau est également impliqué dans le
déclenchement de la réponse contre régulatrice lors d’une hypoglycémie. Ainsi, on trouve
dans ce noyau des neurones dont I’activité est diminuée (neurones Gl (gluco-inhibés)), ou
augmentée (neurones GE (gluco-excités)), lors de I’augmentation de la glycémie et vice versa
(Fioramonti et al., 2011; Song et al., 2001). Le VMN recoit des projections
melanocortinergiques du NA, et envoie également des projections vers ce dernier, dont des
projections glutamatergiques vers les neurones POMC (Sternson et al., 2005). Le VMN
présente également des projections vers le PVN, LH, DMN et le NTS (Canteras et al., 1994;
McClellan et al., 2006; Sclafani et al., 1975). Récemment, le facteur stéroidogénique 1 (SF-
1), exprimé dans des neurones du VMN a été suggeré comme impliqué dans le contrdle de

I’homéostasie énergétique (Bingham et al., 2008; Kim et al., 2009; Zhang et al., 2008). Les
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neurones SF-1 du VMN expriment MC4-R et liberent le brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), un modulateur de la prise alimentaire (Majdic et al., 2002; Unger et al., 2007; Wang
et al., 2007). En réponse, les tonus mélanocortinergiques contrdlent 1’expression du BDNF
(Xu et al., 2003). La perte de fonction du récepteur au BDNF conduit a une hyperphagie et
une obésité (Lyons et al., 1999; Yeo et al., 2004). A I’inverse, I’administration (centrale ou en
périphérie) de BDNF entraine une diminution du poids corporel et de la PA, appuyant le role
du BDNF comme un signal anorexigéne en aval du systéme a mélanocortine (Xu et al., 2003).
Enfin, plusieurs études montrent des réponses de ce circuit neuronal a des modifications de
I’état nutritionnel ou lors d’injections icv de glucose (Sternson et al., 2005; Unger et al.,
2007). (Figure 9)

Enfin, le LH est aussi un noyau hypothalamique ou une détection directe des
nutriments a été identifiée. De plus, les neurones du LH recoivent et integrent des
informations sensorielles et de motivation, et se projettent vers le cortex, le systeme limbique,
le thalamus et la moelle épiniere en particulier, déclenchant alors des réponses
comportementales ou nerveuses via le SNA (Berthoud, 2002). Deux groupes de neurones
peptidergiques sont connus dans le LH, il s’agit des neurones a MCH et a orexines (A et B,
aussi appelées hypocrétines), qui jouent un role majeur dans 1’équilibre énergétique (Sakurali
et al., 1998), en particulier via les interactions avec le systeme a mélanocortine. En effet, les
neurones NPY du NA sont entourés par des terminaisons nerveuses a orexines (Muroya et al.,
2004), qui exercent une action excitatrice sur les neurones NPY du NA (van den Top et al.,
2004) et inhibitrice sur les neurones POMC du NA (Ma et al., 2007). Par ailleurs, les fibres a
orexine A innervent les neurones pré-moteurs du raphé caudal, et ce circuit est impliqué dans
la régulation de la thermogénese, ainsi que la fonction cardiovasculaire et gastrointestinale
(Berthoud et al., 2005). (Figure 9)

Les neurones MCH du LH sont également capables de moduler 1Dactivité
mélanocortinergique du NA chez le rat. Ainsi, ’injection de MCH dans le NA augmente la
libération d’AgRP et diminue celle d’a-MSH, augmentant ainsi la prise alimentaire (Abbott et
al., 2003). Différentes études pharmacologiques ou génétiques impliquent la MCH dans le
contrdle de I’homéostasie énergétique et du glucose (Ludwig et al., 2001; Segal-Lieberman et
al., 2003). Son réle dans le contrble des dépenses énergétiques via des projections sur le NTS

a également été montré (Zheng et al., 2005a). (Figure 9)
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Enfin, il a été montré une activation des neurones a orexines/ hypocrétines du LH lors
d’une hypoglycémie. Ces neurones sont inhibés par 1’augmentation de concentration en
glucose. L’étude de cette population de neurones sensibles au glucose dans le LH reste a
approfondir. Cependant, il semble que I’inhibition par le glucose de leur activité soit
dépendante de canaux Katpe. De plus, leur sensibilité serait indépendante des voies de
signalisations impliquant les transporteurs de glucose de type GLUT2, hSGLT3 et 1, et leur
réponse est insensible a I’inhibition de la glucokinase et ne peut étre mimé par 1’augmentation
de concentration d’ATP intracellulaire ou de lactate extracellulaire, ce qui suggére que ces
neurones ne sont pas dépendants de la métabolisation du glucose pour leur réponse au glucose
(Fioramonti et al., 2011; Karnani and Burdakov, 2011).

C.Signaux circulants du controle de I’homéostasie énergétique

Les signaux de types hormonaux et métaboliques susceptibles de moduler I’activité
hypothalamique puis le contréle de la PA et du métabolisme énergétique sont trés nombreux.

Je ne m’attacherai a développer que certains d’entre eux.

1. Les hormones

Parmi les hormones susceptibles de contrdler les apports et/ou les dépenses d’énergie,
la leptine, I’insuline et la ghréline apparaissent aujourd’hui comme les plus importantes. Les
concentrations circulantes de leptine et d’insuline sont parfaitement corrélées au poids
corporel et a la masse adipeuse (Benoit et al., 2004; Le Magnen, 1973; Le Magnen et al.,
1973; Woods et al., 1998).

a. Laleptine

La leptine a été identifiée grace au clonage des genes ob et db (Tartaglia et al., 1995;

Zhang et al., 1994). Les études ont commencé avec 1’observation de deux modé¢les murins
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d’obésité monogéniques : les souris ob/ob et db/db. Le gene ob code la leptine, protéine
essentiellement synthétisée et libérée par le tissu adipeux blanc. La leptine conduit & une
réduction importante de la PA et a une normalisation du syndrome d’obésité (Weigle et al.,
1995). Elle agit par I’intermédiaire d’un récepteur (Ob-R) codé par le gene db chez la souris
ou fa chez le rat. La mutation de ce gene résulte en une obésité chez les deux espéces. Il existe
plusieurs isoformes du récepteur (Ob-Ra a Ob-Re) présentant des variations dans la longueur
de leur domaine cytoplasmique. Seule I’isoforme Ob-Rb posséde une région cytoplasmique
longue, permettant la transduction compléte des signaux intracellulaires. Cette isoforme est
exprimée dans différentes régions du cerveau (Tartaglia et al., 1995), et est responsable des
effets centraux de la leptine (Bjorbaek et al., 1998; Cui et al., 2004; Meister, 2000; Morrison
et al., 2005; Yamashita et al., 1998).

Parmi les nombreux effets de la leptine, la diminution de la PA et du poids corporel
sont les mieux connus. L’administration périphérique ou centrale de leptine produit une
diminution dose-dépendante de la quantité calorique ingérée et du poids de I’animal (Baskin
et al.,, 1999). Cet effet anorexigéne s’explique au moins en partie par une régulation des
neurones NPY et POMC (Baskin et al., 1999; Elias et al., 1999) (Figure 12). En périphérie,
cela se traduit par la stimulation des dépenses énergétiques en augmentant la locomotion, la
thermogénése, la consommation d’oxygéne et 1’expression de la protéine découplante UCP1

dans le tissu adipeux brun via le SNA (Scarpace et al., 1997).

b. L’insuline

L’insuline est une hormone peptidique sécrétée par les cellules B des ilots de
Langerhans. L’insuline a une action hypoglycémiante dont les effets s’opposent a ceux du
glucagon. De fagon plus générale, son role est anabolique, en stimulant la mise en réserve

dans les tissus et organes.

Au niveau cérébral, I’'insuline exerce de nombreux effets allant d’une action
neurotrophique lors du développement (Recio-Pinto and Ishii, 1988) a une implication dans
les phénomeénes de plasticité lors des processus mnésiques (Zhao et al., 2004). Surtout,
I’insuline a de nombreux réles dans la régulation centrale du métabolisme (Benoit et al., 2004;

Schwartz et al., 1992). Une injection cérébrale d’insuline entraine une diminution de la PA de
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maniere dose dépendante (Belgardt and Bruning, 2010; McGowan et al., 1992; Woods et al.,
1996). Cet effet est corrélé a la forte densité de récepteurs a I’insuline dans les régions
hypothalamiques, notamment le NA (Marks et al., 1990). L’insuline conduit a une diminution
de I’expression de NPY (Obici et al., 2001) et a une augmentation de 1I’expression de POMC
(Benoit et al., 2002). Comme la leptine, I’insuline au niveau central joue un role important sur
les dépenses énergétiques et la mobilisation des réserves (Diamant, 2007; Gerozissis, 2003,
2008; Sanchez-Lasheras et al., 2010) (Figure 10). Enfin, plusieurs études montrent un effet
potentialisateur de I’insuline sur certains signaux tels que le glucose et la Cholécystokinine
(CCK), impliqués dans le contrdle de I’homéostasie énergétique (Alquier et al., 2003; Riedy
etal., 1995).

L’insuline exerce ses effets en se fixant a un récepteur a activité tyrosine kinase
intrinséque (Van Obberghen et al., 2001). Ce récepteur est formé de ’association de deux
sous-unités o et deux sous-unités . Les effets de I’insuline passent principalement par la
phosphorylation des résidus tyrosines sur différents substrats tels que les Insulin Receptor
Substrate (IRS). Ceux-ci interagissent alors avec des protéines cytoplasmiques telles que la
Phosphoinositide 3 kinase (PI3K), la principale cible de I’insuline au niveau du SNC
(Niswender et al., 2003) ou la voie de signalisation JAK/STAT créant un cross-talk avec la

signalisation de la leptine.

c. Laghréline

La ghréline est un peptide d’origine gastrique qui stimule la sécrétion de I’hormone de
croissance et augmente 1’adiposité (Hassouna et al., 2010). La ghréline est produite et sécrétée
principalement par les cellules P/D1 du fundus de I’estomac (Yoshihara et al., 2002). C’est le
premier ligand naturel identifié pour un récepteur d’un sécrétagogue de I’hormone de
croissance (GHS-R), présent dans 1’hypothalamus (Horvath et al., 2001). Le récepteur a la
ghréline est retrouvé dans 98% des neurones NPY/AgRP (Willesen et al., 1999). Ainsi,
I’action centrale de la ghreéline est directe en augmentant la synthése et la libération de NPY et
d’AgRP. Son action est donc une stimulation puissante de la PA (Andrews et al., 2008;
Cowley et al., 2003; Kamegai et al., 2000; Nakazato et al., 2001). En outre, des souris
invalidées pour I’AgRP ou le NPY ne répondent pas a la ghréline, et l’injection

hypothalamique d’un antagoniste du NPY inhibe I’effet orexigéne de la ghréline (Nakazato et
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al., 2001). L’action excitatrice de la ghreline sur les neurones NPY/AgRP est couplée avec
I’action inhibitrice de ces neurones sur les neurones POMC/CART, renforcant son effet
orexigéne. L’activation des neurones NPY/AgRP par la ghréline est vraisemblablement due a
la fois a ses variations de taux circulant mais aussi a une libération centrale au niveau de
I’hypothalamus (Cowley et al., 2003). Enfin, I’effet central de la ghréline sur la périphérie, via

la stimulation du SNA, est une augmentation de 1’adipogénése (Ellacott et al., 2006).
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Figure 10 : Schéma représentant I'action de linsuline et de la leptine sur le NA. Ces
deux hormones inhibent les neurones NPY/AgRP et activent les neurones POMC.
Cette synergie d’action aurait pour conséquence une modulation de I'équilibre
energétique via l'inhibition de la prise alimentaire et la stimulation de la dépense
energétique. D’aprés Niswender, 2004
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2. Les nutriments

En périphérie, comme au niveau central, mis a part leur réle structural et/ou énergétique, les
nutriments en tant que signaux sont capables de moduler le contréle du métabolisme
énergétique en induisant des réponses adaptatives. Au niveau du SNC, ils sont capables de
déclencher [D’activation/inactivation de certains neurones a I’origine d’une réponse
métabolique via le SNA ou de modifier la prise alimentaire. Je présenterai ici brievement ces

signaux, le glucose sera détaillé dans le chapitre suivant.

a. Lesacides gras

Il a ét¢ montré qu’une augmentation du taux d’AGL dans le SNC induisait une
inhibition de la PA (Benani et al., 2007; Loftus et al., 2000; Obici et al., 2002). De plus, ces
¢tudes montrent que 1’hypophagie induite par les lipides et notamment 1’acide oléique, est
corrélée a une diminution de 1’expression du NPY. En revanche, aucune modification du
niveau d’expression de POMC n’est observée (Obici et al., 2002). Par ailleurs, une
augmentation du taux d’AGL dans le SNC entraine une diminution de la production hépatique
de glucose (Obici et al., 2002), et a également un effet potentialisateur sur la sécrétion
pancréatique d’insuline, en augmentant cette dernicre en réponse a une charge périphérique de

glucose (Clement et al., 2002).

Suite a ces travaux, la présence de neurones sensibles aux AGL a été démontrée dans
I’hypothalamus grace au proto-oncogéne c-Fos comme marqueur d’activation et par
électrophysiologie (Chang et al., 2004; Cruciani-Guglielmacci et al., 2005; Wang et al.,
2006). Ces travaux révelent I’existence de neurones excités et inhibés par les AGL dans le

NA.

Les mécanismes moléculaires impliqués dans la détection cérebrale des acides gras
sont encore peu connus. Cependant, de nombreuses études montrent un réle des acides gras
dans la régulation de la conductance de certains canaux ioniques (CI', GABAa, CIC-2, K,
K*/Ca**, Karp et Ca®") (Honen et al., 2003; Tewari et al., 2000; Witt and Nielsen, 1994
Zheng et al., 2005b). De plus, ils inhibent également la Na*/K* ATPase (Oishi et al., 1990).

D’autres travaux ont permis de montrer une inhibition des canaux Karp dans le NA par 1’acide
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oléique (Migrenne et al., 2007), et une excitation neuronale dépendante de la fermeture des
canaux CI" (Wang et al., 2006).

La détection centrale des lipides a pu étre mise en évidence par I’injection icv d’acide
oléique qui déclenche une inhibition de la PA et de la production hépatique de glucose
(Morgan et al., 2004; Obici et al., 2002). Cet effet passe par I’action de cet acide gras sur les
neuropeptides orexigénes du NA, ainsi il entraine une diminution de la quantit¢ d’ARNm du
NPY et de I’AgRP, alors que I’expression de POMC n’est pas modifiée. L’inhibition de la
carnitine Palmitoyltransférase 1 (CPT1, transporteur des acides gras dans la mitochondrie)
provoque une diminution de la PA ainsi qu’une production hépatique de glucose (Obici et al.,
2003). Ces résultats suggérant que ces effets seraient dus a une accumulation intracellulaire

d’acides gras.
Actuellement, les résultats obtenus donnent lieu a deux hypothéses.

Selon la premiére, la dégradation des AGL par la -oxydation mitochondriale serait
I’étape clé (Benani et al., 2007; Cruciani-Guglielmacci et al., 2004). Une augmentation des
AGL se traduirait par un fonctionnement mitochondrial accru conduisant & la production
d’Espéces Actives de 1’Oxygene mitochondriales (mEAOs). Dans ce cas, I’inhibition de la
CPT blogue le transport des acyl-coenzyme A L-Carnitine (acyl-CoA LC) et entraine une

disparition des effets comportementaux et viscéraux des AGL (Figure 11).

Selon la deuxiéme hypothése, c’est I’accumulation des acyl-CoA en particulier le
malonyl CoA, dans le cytoplasme qui constituerait le signal anorexigéne et catabolique
(Loftus et al., 2000; Obici et al., 2002). Dans ce cas, I’inhibition du transport des AGL dans la

mitochondrie mime les effets des AGL.

Dans les conditions physiologiques, I’entrée des AGL dans la mitochondrie est
controlée par la disponibilité en malonyl-CoA. 1l inhibe I’activité du transporteur CPT-1. Le
malonyl-CoA est abondamment dérivé du pyruvate, produit final de la glycolyse. En
diminuant le transport des Acyl-CoA vers la mitochondrie, le malonyl-CoA contribue a faire
augmenter la concentration cytoplasmique de ces derniers. Cette accumulation engendrerait

une activation des canaux Katp, induisant une dépolarisation du neurone (Figure 11).

La protéine Adenosine Mono Phosphate (AMP) kinase (AMPK) jouerait également un
role important dans la régulation du « lipid sensing ». Elle contréle la formation de malonyl-

CoA a travers son action sur 1’Acétyl-CoA Carboxylase (ACC). L’enzyme ACC catalyse la
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conversion de I’acétyl-CoA en malonyl-CoA. Cette enzyme est inhibée de facon allostérique
par phosphorylation essenticllement assurée par I’AMPK (Kim et al., 2004a; Kim et al.,
2004b; Landree et al., 2004).
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Figure 11: Représentation schématique potentielle du contréle de la prise
alimentaire via la modulation du métabolisme mitochondrial par les facteurs
métaboliques et hormonaux : 2 hypothéses

Hypothese 1: L’accumulation d’Acyl-CoA dans le cytosol inhibe la prise
alimentaire.

Hypothese 2 : L’entrée des Acyl-CoA dans la mitochondrie et la (-oxydation
mitochondriale est nécessaire pour inhiber la prise alimentaire.

AGL (Acide gras libre), ACS (Acyl-CoA synthase), ACC (Acetyl-CoA
carboxlase), CPT1/2 (Carnitine-palmitoyltransferase 1 et 2).

D’aprés Lam, 2005.

b. Les protéines

Les protéines ou plutdt les acides aminés sont également capables de contrbler le

métabolisme énergétique et la PA. Une injection de leucine dans le 3°™ ventricule inhibe la

PA (Cota et al., 2006), et un régime alimentaire riche en protéines est satiétogene. Les
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mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans ces effets et notamment dans
I’inhibition de la PA sont encore mal connus (Maurin et al., 2005). Un certain nombre de
travaux montre que I’inhibition de la PA par les acides aminés résulte de ’activation de la
signalisation mammalian Target of Rapamycin (MTOR) (Cota et al., 2006; Dennis et al.,
2001; Hardie and Carling, 1997; Hay and Sonenberg, 2004; Wullschleger et al., 2006). Par
ailleurs, ’injection de leucine dans I’hypothalamus médiobasal induit une activation des
neurones POMC du NA, les neurones a ocytocine du PVN, et les neurones du NTS afin de
diminuer la PA (Blouet et al., 2009; Blouet and Schwartz, 2010).

c. Leglucose

Les mécanismes impliqués dans la détection et 1’intégration de signaux métaboliques
et hormonaux au niveau du SNC sont tres finement contrélés. Parmi les différentes voies de
signalisation impliquées dans la détection de ces divers signaux, celles concernant le glucose
font I’objet de nombreuses études. Nos travaux ont visé¢ a mieux appréhender les mécanismes

mis en jeu lors de la détection du glucose par I’hypothalamus.

IVV. La détection du glucose : implication dans le contréle de

I’homéostasie energétique

Le glucose représente une source énergétique majeure pour toutes les cellules de
I’organisme. Cette énergie est fournie sous forme d’ATP indispensable a de nombreux
processus métaboliques et biochimiques, permettant le maintien de I’intégrité cellulaire. Le
cerveau dépend essentiellement du glucose comme source d’énergie en condition
physiologique. 1l est donc vital de maintenir les taux circulants de glucose dans une gamme
«acceptable». La glycémie est ainsi maintenue autour d’une valeur physiologique qui est de
5,5mM chez I’homme. Toutefois, lors d’un jeline prolongé, le cerveau est aussi capable

d’utiliser les corps cétoniques comme substrat énergétique (Morris, 2005).
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La détection, par les organes et/ou tissus spécialisés, de variations de la glycémie est
communément appelée «glucose sensing». Avant de détailler plus précisément le «glucose
sensing» cérébral, ses mécanismes et son implication physiologique, les différents «glucose-

sensors» périphériques de 1’organisme seront envisages.

Mis a part le SNC, la détection du glucose est principalement connue au niveau
pancréatique, ce qui a permis la création d’analogie de mécanismes avec les autres sites de
détection identifiés (Schuit et al., 2001). Au niveau hépato-portal, des cellules gluco-sensibles

détectent I’hypoglycémie permettant la sécrétion des hormones contre-régulatrices.

A. La détection du glucose dans le pancréas endocrine

La détection d’une hypoglycémie déclenche une sécrétion de glucagon par les cellules
a des 1lots de Langerhans alors que I’hyperglycémie entraine une libération d’insuline par les

cellules B de ces mémes flots.

1. Lacellule B

Les cellules B sont capables de détecter directement les variations de la concentration
en glucose sanguine. Lors d’une augmentation de la glycémie, le glucose pénétre dans les
cellules B par I’intermédiaire du transporteur de glucose GLUT2, pour y étre phosphorylé par
une hexokinase particuliére, la glucokinase. Le Glucose-6-P ainsi produit est métabolisé ce
qui conduit a ’augmentation du ratio ATP/ADP cytosolique. L’ATP produit interagit alors
avec des canaux Katp principalement présents au niveau de la membrane plasmique des
cellules, induisant ainsi leur fermeture. La fermeture des canaux Karp empéche la fuite des
ions K* hors des cellules, ce qui a pour conséquence d’augmenter le potentiel de membrane
des cellules. Cette dépolarisation induit, & son tour, I’ouverture de canaux Ca®* voltage-
dépendants, ce qui permet une entrée massive de Ca’* a Iintéricur des cellules P.
L’augmentation de la concentration intracellulaire de Ca** qui en résulte déclenche alors

I’exocytose des vésicules contenant 1’insuline (Henquin, 2000). Les éléments clefs de la
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sécrétion d’insuline induite par le glucose sont le transporteur GLUT2, la glucokinase et les

canaux Karp (Figure 12) (MacDonald et al., 2005; Schuit et al., 2001).

Glucose

glucokink‘L Glucose-6-P

@ @

) exocytose

Insuline '
', ouverture
Ca*

Figure 12 : Schéma représentant le mécanisme impliqué dans la sécrétion d’insuline
par la cellule B du pancréas en réponse a une augmentation de la concentration
extracellulaire en glucose. Abréviations : GLUT2 (Glucose transporter 2), Katp (canal
potassique ATP dépendant), AVm (dépolarisation de la membrane plasmique).

B. La détection du glucose par le systéme nerveux entérique

En traversant I’épithélium intestinal, le glucose module la physiologie du tube digestif.
Via une action sur les cellules L de I’iléon et du colon proximal, le glucose induit la synthése
et la libération du Glucagon like peptide 1 (GLP1) dans la veine hépatoportale. Ce nutriment a

également la capacité de moduler la motilité intestinale (Masclee et al., 1996).
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Comme pour le SNC, des neurones excités et inhibés par le glucose sont présents dans
le systeme nerveux entérique (Liu et al., 1999). Il a ainsi été montré que 77% des neurones de
tranches de plexus myentérique de I’iléon sont inhibés par une déplétion du glucose dans le
milieu d’incubation (Liu et al., 1999). Dans cette méme étude, les auteurs montrent que les
neurones excités détectent la variation de la concentration en glucose via les canaux Karp. La
présence d’une des sous unité des Katp (Kir 6.2) a été mise en évidence dans ces neurones. Il
a alors été suggéré que ces neurones sensibles au glucose participent directement a la
modulation de la motilité intestinale. En effet, I’activité de ces neurones est modifiée par le
diazoxide (qui ouvre les canaux Karp), tout comme la motilité du colon. Enfin, Liu et coll.,
montrent que les neurones gluco-excités expriment le récepteur a la leptine (Liu et al., 1999),
ce qui suggere que la régulation de la motricité digestive fait partie intégrante du controle de

I’homéostasie énergétique.

C.La détection du glucose de la veine hépatoportale

La singularité de la détection du glucose a ce niveau réside dans la détection d’un
gradient positif de glucose entre la veine porte et 1’artére hépatique (Gardemann et al., 1986;
Matsuhisa et al., 1997). On note également I’importance émergente du role de la
néoglucogénese intestinale dans le cas de régimes enrichis en protéines, qui transmet via la
détection hépato-portale un signal satiétogene au systéme nerveux central (Mithieux et al.,
2009).

Apres un repas, les nutriments sont absorbés par I’intestin, collectés et transportés par
les capillaires mésentériques puis par la veine hépato-portale avant d’atteindre le foie et la
circulation sanguine. La détection du glucose qui existe au niveau de la veine hépato-portale
concerne 1’hyperglycémie (qui fait suite a la PA). Cette détection met en jeu les fibres
afférentes de la branche hepatique du nerf vague, qui se projette sur le tronc cérebral. Des
études ont ainsi montré que 1’activité électrique de ces fibres nerveuses est inversement
proportionnelle a la concentration en glucose dans la lumiere de la veine porte (Burcelin,
2003). Cependant, I’organisation au niveau cellulaire de ce « glucose-sensor » reste encore

mal connue.
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La détection d’une hyperglycémie hépato-portale entraine la modulation de differents
paramétres du métabolisme énergétique, comme par exemple une inhibition de la PA (Russek,
1970). Elle intervient également dans la modulation du métabolisme glucidique en stimulant
I’utilisation du glucose par les muscles et le tissu adipeux brun, et en favorisant son stockage
au niveau hépatique (Burcelin et al., 2000b; Gardemann et al., 1986). Enfin, cette détection
inhibe la production des hormones de la contre-régulation (catécholamines et glucagon)
(Donovan et al., 1994). Les différentes réponses ainsi déclenchées participent donc aux
mécanismes qui permettent de ramener la glycémie a son niveau basal.

L’utilisation de souris transgéniques dépourvue du transporteur au glucose GLUT2
montre que celui-ci joue un réle essentiel dans cette détection hépato-portale (Burcelin et al.,
2000a). Par ailleurs, d’autres travaux montrent que le GLP1, comme pour la sécrétion

d’insuline en réponse au glucose, est capable de potentialiser cette réponse (Burcelin, 2003).

D. La detection du glucose par les corps carotidiens

Les corps carotidiens sont également capables de détecter des variations de glucose
plasmatique. La littérature rapporte essentiellement la détection des cas d’hypoglycémie
(Koyama et al., 2001; Koyama et al., 2000; Pardal and Lopez-Barneo, 2002). Ainsi, lors d’une
hypoglycémie, on observe une inhibition de canaux K* responsable d’une dépolarisation de la
membrane et de I’ouverture de canaux Ca®" provogquant une entrée massive de calcium dans le
cytosol. Ceci engendre une libération de neurotransmetteurs, conduisant a une stimulation des

fibres sensorielles afférentes et une activation sympatho-adrénergique (Lopez-Barneo, 2003).

En aval de la séparation des carotides interne et externe, il existe une structure capable
de détecter différents parameétres plasmatiques, appelée corps carotidiens. Les cellules
«Glomus» qui le constituent, sont en relation avec les fibres nerveuses afférentes du nerf
vague qui remontent vers le tronc cérébral. Ces «glomus» sont dotés d’une activité sécrétrice
puisque leur activation induit la libération de dopamine et/ou de catécholamines, capable de
stimuler les fibres nerveuses afférentes avoisinantes (Lopez-Barneo et al., 1988; Pardal and
Lopez-Barneo, 2002).

Ces cellules sont activees par une diminution de la concentration en glucose (Pardal

and Lopez-Barneo, 2002). Elles pourraient participer, via une modulation du SNA, aux
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mécanismes de contre-régulation mis en jeu pour lutter contre 1’hypoglycémie (Lopez-
Barneo, 2003). La détection de cette hypoglycémie met en jeu, au niveau moléculaire, la
fermeture d’un canal K*, entrainant une dépolarisation et I’ouverture de canaux Ca** voltage-
dépendants. L’augmentation de la concentration en Ca** qui en résulte permettrait I’exocytose

des veésicules de dopamine ou de catécholamines (Lopez-Barneo, 2003).

Il existe donc, en périphérie, de nombreux tissus/organes capables de détecter des
variations de la glycémie et de participer a la régulation du métabolisme énergeétique. Dans la
suite de ce manuscrit, nous allons nous intéresser a la détection du glucose par le cerveau et

en particulier par I’hypothalamus.

V. La détection hypothalamique du glucose

La présence d’une barriére hémato encéphalique (BHE) dans le SNC est responsable
d’une concentration en glucose dans le parenchyme cérébral inférieure a SmM (McNay and
Gold, 1999; Netchiporouk et al., 1996). Il a été montré que chez des rats anesthésiés, une
glycémie de 5 a 8mM correspond a une concentration cérébrale entre 1 et 2,5mM (Silver and
Erecinska, 1998). En cas d’hypoglycémie (2 a 3mM) et d’hyperglycémie (15 al7mM), la
concentration de glucose dans le parenchyme cérébral est respectivement de 0.5mM et
4.5mM. Cependant, ces mesures ont été réalisées dans des structures cérébrales protégées par
une BHE. Il est classiquement décrit que dans les régions hypothalamiques a proximité du
3*™ ventricule, et tout particuliérement au niveau du noyau arqué, la BHE est absente
(endothélium est dit «fenestré») (Ciofi et al., 2009). De ce fait, la concentration de glucose
dans ces régions serait beaucoup plus proche de la glycémie. Depuis longtemps,

I’hypothalamus a ¢été identifi¢ comme le site de détection a la fois des hypoglycémies et des

hyperglycémies, déclenchant des réponses adaptatrices majeures.
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A. Etudes in vivo

Classiquement, une glucopénie cérébrale, induite par exemple par 1’injection de 2-
désoxyglucose (2-DG) (un analogue du glucose non métabolisable), entraine une stimulation
de la PA suite a I’activation des neurones orexigénes NPY/AgRP. Cet effet disparait chez des
souris invalidées pour le NPY (Sindelar et al., 2004). Parallelement a la régulation de la PA,
la détection de I’hypoglycémie par le SNC induit des réponses périphériques regroupées sous
le terme de «réponses de la contre régulation». Ces réponses comprennent la sécrétion de
glucagon, des catécholamines ou hormones de croissance, la stimulation de la production
hépatique de glucose et I’inhibition de la sécrétion d’insuline (Biggers et al., 1989; Nonogaki,
2000; Woods and Porte, 1974). Ces réponses périphériques sont principalement sous la
dépendance de I’hypothalamus ventro-médian (le VMN principalement), structure importante
dans le controle de I’activité du SNS par ses projections sur le foie en particulier (Borg et al.,
1997; Borg et al., 1994). Ainsi, la détection de I’hypoglycémie cérébrale stimule la libération
des nutriments en réserve et limite le stockage et les dépenses dans le but de restaurer une
glycémie physiologique, permettant ainsi un apport suffisant en glucose au cerveau.
Néanmoins, d’autres études attribuent un rdle non négligeable au tronc cérébral dans la
détection cérébrale de I’hypoglycémie et les phénoménes de contre régulation (Fioramonti et
al., 2011, Ritter et al., 2000).

Lors d’une hyperglycémie cérébrale, on observe une inhibition de la PA, une
stimulation de la sécrétion d’insuline (Figure 13) et une diminution de la production
hépatique de glucose, ces deux dernieres réponses périphériques mettant en jeu une
augmentation de 1’activité du SNPS et une diminution du SNS (Alquier et al., 2003; Atef et
al., 1995; Fujimoto et al., 1985; Grossman, 1986; Lam et al., 2005b; Leloup et al., 2006;
Tsujii and Bray, 1990).

Lors d’une injection de glucose par la carotide vers le cerveau (sans modification de la
glycémie), on note une forte activation du proto-oncogeéne cFos (marqueur d’activation
cellulaire) dans certains noyaux de I’hypothalamus : le NA et le PVN (Guillod-Maximin et

al., 2004) ainsi qu’une augmentation de 1’activité électrique multicellulaire au niveau du NA
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(Leloup et al., 2006) (Figure 14). Cette activation électrique conduit a une activation vagale

qui déclenche une sécrétion d’insuline (Figure 13) (Atef et al., 1995; Leloup et al., 2006).
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Figure 13 : Schéma présentant la régulation nerveuse de la sécrétion d’insuline par

le systéme nerveux autonome lors d’'une hyperglycémie cérébrale.

La capacité de ’hypothalamus a détecter des hypoglycémies et des hyperglycémies est

a relier avec 1’existence de populations neuronales spécifiques dont I’activité €lectrique varie

en fonction de la concentration de glucose. Ces populations ont été mises en évidence par des

études d’électrophysiologie.
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Figure 14 : Activation hypothalamique de cfos lors d’une hyperglycémie cérébrale.
D’aprés Guillod-Maximin, 2004.

B. Etudes in vitro

1. Existence de 4 populations neuronales

C’est en 1964 qu’a été établie I’existence de neurones sensibles au glucose dans
I’hypothalamus (Anand et al.,, 1964). Depuis, leur caractérisation s’est développée
simultanément aux techniques, notamment grace au patch clamp qui consiste en
I’enregistrement direct de 1’activité électrique d’une seule cellule. Selon leur réponse a une
variation de la concentration extracellulaire de glucose, les neurones sont désormais classés en
4 grands groupes : 1) les neurones gluco-excités (GE) et 2) gluco-inhibés (Gl), dans la gamme
de concentration de glucose de 0 a 5 mM et 3) les neurones gluco-excités HGE et 4) gluco-
inhibés HGI, dans une gamme haute de concentration de glucose, de 5 & 20 mM. Ces
neurones sont excités ou inhibés par une augmentation de la concentration de glucose et sont
toujours inversement activés lors d’une diminution de la concentration de glucose. Un
neurone Gl sera donc inhibé par un saut 0 a 5 mM et sera excité par un saut 5a 0 mM (Figure
15).
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Figure 15 : Représentation schématique de l'activation électrique des 4 sous types
neuronaux du NA en réponse a une variation de glucose.

Les neurones sensibles au glucose ont été localisés dans les noyaux VMN, NA, PVN,
le noyau suprachiasmatique et le LH. Dans le VMN, 14% des neurones étudiés sont GE et 3%
sont Gl (Song et al., 2001). Dans le LH, il a ét¢ montré une activation des neurones
Orexines/hypocrétines lors d’une hypoglycémie, suggérant que ces neurones soient des
neurones Gl (Cai et al., 2001; Karnani and Burdakov, 2011; Moriguchi et al., 1999; Sakurai et
al., 1998; Silver and Erecinska, 1998). Dans le NA, 20 a 25% des neurones étudiés sont GE,
19% HGE et 7% HGI. Par ailleurs, il existe une régionalisation de ces types neuronaux, avec
une majorité de GE dans le NA latéral et une majorité de GI dans le NA médian (Fioramonti
et al., 2004; Wang et al., 2004).

2. Phénotypes des neurones sensibles au glucose

L’¢tude de ces populations sensibles au glucose a permis d’identifier en partie leur
nature en termes de neurotransmetteurs/neuropeptides. L utilisation de souris NPY-GFP et de
souris POMC-GFP a permis de répondre partiellement a la question. Les réponses de type Gl
dans le NA (neurone excité par une diminution de glucose de 5 a 0OmM, cas d’hypoglycémic)
sont systematiquement enregistrées sur des neurones NPY (Fioramonti et al., 2007). Cela est
cohérent avec le fait que I’hypoglycémie stimule la PA et I’expression de NPY. En revanche,
seulement un tiers des neurones NPY étudiés sont sensibles au glucose. Les études sont

controversées quant a la sensibilité au glucose des neurones POMC. Certaines rapportent
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I’absence d’activation électrique en réponse au glucose dans les neurones POMC (Fioramonti
et al., 2007), alors que d’autres présentent une activation électrique des neurones POMC lors
d’une élévation de la concentration de glucose qui met en jeu le canal Katp (associée a un
relargage de I’a-MSH dose-dépendante de la concentration de glucose) (Parton et al., 2007).
Dans le VMN, les neurones sensibles au glucose n’ont pas de phénotype neuropeptidique
identifié. Au niveau du LH, des études ont permis de montrer que les neurones
orexines/hypocrétines étaient Gl, alors que les neurones MCH seraient majoritairement GE
(Karnani and Burdakov, 2011).

3. ROle des astrocytes dans la détection du glucose

Ces dernieres années, certaines études fonctionnelles in vivo ont permis de mettre en
évidence un couplage métabolique astrocyte/neurone dans le mécanisme de «glucose sensing»

cérebral. Ainsi, les astrocytes auraient un role clé dans la détection du glucose.

Les astrocytes entourent quasiment tous les capillaires cérébraux avec leurs «pieds
astrocytaires». Cette position stratégique au niveau des capillaires a longtemps suggéré un
role métabolique important de ces cellules. Ce n’est que récemment que les études
expérimentales ont permis de démontrer que ces cellules permettent un transfert de substrats
énergétiques (en particulier le lactate) aux neurones, 1’activité de ces derniers €tant hautement
dépendante de ce transfert (Bouzier-Sore et al., 2002; Pellerin, 2005; Pellerin et al., 2002;
Pellerin and Magistretti, 2004; Pierre and Pellerin, 2005).

Lors des expériences d’injection d’un bolus de glucose par la carotide
(«hyperglycémie cérébrale»), la co-localisation de I’immunoréactivité pour c-Fos avec celle
de marqueurs cellulaires a permis de mettre en évidence que les neurones n’étaient pas seuls
activés : un immunomarquage c-Fos est aussi présent dans les astrocytes du NA, montrant que
ceux-ci sont activés en réponse au glucose (Guillod-Maximin et al.,, 2004). L’étape
astrocytaire serait donc particulierement importante dans ce mécanisme de détection du
glucose. Des études récentes ont montré qu’une injection de lactate au niveau hypothalamique
a les mémes effets sur la régulation du métabolisme périphérique qu’une injection de glucose
(en termes d’inhibition de la production hépatique de glucose notamment) (Lam et al., 2005a).

De plus, I’inhibition hypothalamique de la lactate déshydrogénase 5 (LDH-5) (qui permet la
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production de lactate dans 1’astrocyte) bloque les effets du glucose injecté dans
I’hypothalamus montrant ainsi que la conversion du glucose en lactate dans 1’astrocyte est une
étape importante du mécanisme (Kokorovic et al., 2008; Lam et al., 2005a). Enfin, en
électrophysiologie, les neurones GE du VMH sont systématiquement des neurones qui sont

aussi sensibles au lactate (Yang et al., 1999).

Le phénomeéne de «glucose sensing» ne serait donc pas exclusivement neuronal et une
détection indirecte serait aussi présente. Celle-ci pourrait alors étre présentée comme un
mécanisme séquentiel. Dans un premier temps, une métabolisation du glucose en lactate
aurait lieu dans D’astrocyte proportionnellement a la concentration présente dans le
compartiment sanguin (conversion pyruvate-lactate par la LDH-5 spécifique de I’astrocyte).
Le lactate ainsi formé serait exporté de I’astrocyte vers le milieu extracellulaire a proximité

des neurones, qui répondrait alors aux variations de lactate (Figure 16).
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Figure 16 : Représentation schématique du couplage Astrocyte / Neurones de la
détection du glucose.

4. Voies de signalisation de la détection du glucose

Parallelement a la determination du phénotype des neurones sensibles au glucose, de
nombreuses équipes s’attachent a déterminer quels sont les voies de signalisation qui sont
impliquées dans cette sensibilité. Ainsi, un certain nombre d’analogies avec la cellule § du

pancréas a pu étre mis en évidence, en particulier pour les neurones GE (Yang et al., 1999).
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Le mécanisme de la détection du glucose au niveau hypothalamique ferait ainsi intervenir le
couple GLUT2/Glucokinase et le canal Karp. Des données récentes montrent également le
role de ’AMPK et des espeéces actives de 1’oxygene d’origine mitochondriales (mEAOs)

(Claret et al., 2007; Leloup et al., 2011; Leloup et al., 2006).

5. L’étape du transport du glucose

Dans la détection pancréatique du glucose, c’est le transporteur GLUT2 qui est mis en

jeu. Il est trés fortement exprimé a la membrane des cellules 3 (Orci et al., 1989).

GLUT?2 est un transporteur de faible affinité pour le glucose et non saturable en
condition physiologique (Km=10 a 15mM). Il transporte ainsi le glucose de facon
proportionnelle a la concentration plasmatique dans la cellule. La présence de GLUT2 au
niveau hypothalamique, en particulier du NA, mais aussi extra-hypothalamique (NTS, noyau
ou sont aussi présents des neurones sensibles au glucose) a suggéré son implication dans la
détection cérébrale du glucose (Leloup et al., 1994). Des expériences de double marquage
avec les astrocytes ou les neurones révelent la présence de GLUT2 dans différents types
cellulaires : préférentiellement dans les astrocytes, mais aussi dans les neurones, les
épendymocytes et les tanycytes (Arluison et al., 2004a; Arluison et al., 2004b; Garcia et al.,
2003; Maekawa et al., 2000; Ngarmukos et al., 2001).

L’implication de GLUT2 dans la sensibilité cérébrale au glucose a ét¢ montrée par
deux stratégies différentes. La premiére a consisté en 1’injection d’oligonucléotides anti-sens
GLUT2 dans le NA. Ainsi, ’inhibition de GLUT2 conduit a la suppression du pic de
sécretion d’insuline observé suite a 1’injection d’un bolus intra-carotidien de glucose (Leloup
et al., 1998; Wan et al., 1998). La seconde stratégie a consisté a utiliser des souris invalidées
pour le transporteur GLUT2. La réexpression au niveau cérébral de GLUT2 uniquement dans
I’astrocyte permet de restaurer ’activation du tronc cérébral et la sécrétion de glucagon en
réponse a une hypoglycémie (Bady et al., 2006; Marty et al., 2005). L’ensemble de ces
résultats montre d’une part que GLUT2 est, comme dans la cellule B, impliqué dans la
détection du glucose et d’autre part, que le mécanisme de couplage entre I’astrocyte et les
neurones représentent certainement un mécanisme important de la détection cérébrale du

glucose. Toutefois, in vitro, sur des préparations de neurones hypothalamiques isolés, il a été
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montré que GLUT2 était exprimé a hauteur de 30% dans les neurones GE et GI du VMN
(Kang et al., 2004).

6. La phosphorylation du glucose

Suite a I’entrée du glucose dans la cellule, le mécanisme de détection se poursuit par la
phosphorylation du glucose et son entrée dans la glycolyse et le cycle de Krebs. Dans la
détection pancréatique, la phosphorylation en glucose 6 phosphate, étape clé de la glycolyse,
est assurée par I’hexokinase IV appelé également glucokinase (GK). Cette hexokinase
posséde un faible Km pour le glucose (~10mM) et elle n’est pas inhibée par son produit, ce
qui autorise une augmentation de la phosphorylation proportionnelle a la disponibilité en
glucose (lynedjian, 1993; Kengen et al., 1995; Lynch et al., 2000; Matschinsky, 1996).

Son expression a été mise en évidence au niveau du SNC et dans les aires du controle
du métabolisme énergétique (Dunn-Meynell et al., 2002; Jetton et al., 1994; Lynch et al.,
2000). Elle est faiblement exprimée dans I’ensemble du cerveau a I’exception de
I’hypothalamus ou I’on note des niveaux d’expression variables selon les noyaux (Kang et al.,
2004). Ainsi, le PVN, le LH et le DMH possédent une assez faible densité en GK alors qu’elle
est bien exprimée dans le VMN et le NA (Lynch et al., 2000).

Comme pour GLUTZ2, la GK est retrouvé dans différents types cellulaires. Elle est
exprimée dans les neurones, les astrocytes, les épendymocytes et les tanycytes. Elle est
exprimée dans 64% des neurones GE in vitro et dans 43% des Gl du VMN. Elle est présente
dans 75% des neurones NPY du NA (Lynch et al., 2000).

7. L’AMPK

L’AMPK est décrite comme une jauge intracellulaire du statut énergétique de
I’organisme et est activée lors d’un déficit énergétique, lorsque le rapport AMP/ATP est

augmenté (Hardie and Carling, 1997). De nombreuses études montrent son implication dans
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la détection du glucose (Carling et al., 2003; Kahn et al., 2005; McCrimmon et al., 2004;
Minokoshi et al., 2004).

Lors du jetine ou d’une hypoglycémie induite par le 2-DG, I’activité de I’AMPK dans
I’hypothalamus est augmentée (Kahn et al., 2005; McCrimmon et al., 2004; Minokoshi et al.,
2004). Au niveau neuronal, les neurones NPY/AgRP et POMC du NA expriment I’AMPK et
son activation est dépendante du glucose (Kola et al., 2005; Minokoshi et al., 2002). Des
données récentes ont montre que les souris invalidées pour le géne de la sous-unit¢ AMPKo2
dans les neurones POMC spécifiquement deviennent obéses alors que celles invalidées pour
la kinase dans les neurones NPY/AgRP développent un phénotype maigre (Claret et al.,
2007). Les neurones NPY/AgRP et POMC invalidés pour la sous-unit¢ AMPKo2 ne
répondent plus au glucose alors qu’ils répondent toujours a I’insuline et a la leptine, suggérant
des mécanismes différents de ceux impliqués pour le glucose (Claret et al., 2007). Dans les
neurones NPY/AgRP qui sont des neurones GI, I’AMPK permet indirectement 1’inhibition de
ces neurones en réponse au glucose : une fois inactivée par la baisse du ratio AMP/ATP,
I’inhibition qu’elle exerce sur les canaux chlore est levée, les ions CI" peuvent alors entrer et

hyper-polariser ces neurones (Karnani and Burdakov, 2011).

8. Transmission du signal : implication du canal Karp

Les analogies avec le mécanisme opérant dans la cellule B ont permis d’identifier
également I’implication du canal Katp dans le mécanisme de détection du glucose au niveau

hypothalamique.

L’activité de ce canal est modulée par la fixation de ligands tels que I’ATP (ou
I’ADP), le PI;5P2 (Phosphatidylinositol-4,5-biphosphate), les sulfonylurées et des lipides tels
que I’oléoyl-CoA par exemple (Miki and Seino, 2005; Nichols, 2006). Ce canal est présent
dans la quasi-totalité des neurones a NPY et a POMC du NA (Dunn-Meynell et al., 1998;
Ibrahim et al., 2003), et son implication dans la réponse au glucose a été montrée (Ashcroft
and Ashcroft, 1990; Ibrahim et al., 2003; Miki et al., 2001; Tschritter et al., 2002).
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La leptine et I’insuline sont également capables d’inhiber des neurones du NA via
I’ouverture de ce canal (Spanswick et al., 1997; Spanswick et al., 2000; van den Top et al.,
2004). Cette ouverture résulte de I’activation de la PI3K, enzyme commune aux voies de
transduction de ces deux hormones. Finalement, les neurones HGE du NA augmentent leur
activité lorsqu’on augmente la concentration en glucose de 5 a 20mM via un mécanisme
indépendant du canal Kate. En effet, il apparait que les canaux Karp sont déja clos a des
concentrations de 5SmM et qu'un autre mécanisme opérerait dans ces intervalles de
concentration, mettant en jeu 1’ouverture d’une conductance cationique non sélective

(Fioramonti et al., 2004).

L’ensemble de ces données montrent I’existence de multiples acteurs moléculaires
dans les voies de signalisation de la détection hypothalamique du glucose. Nous nous sommes

attachés a mieux comprendre ces mécanismes de transduction.

La mitochondrie est un acteur clé des flux énergétiques de la cellule et émet des
signaux en relation directe avec le statut énergétique, comme I’ATP. Ce role majeur est déja
bien identifié dans le glucose « sensing » de la cellule B. La mitochondrie apparait comme un

veritable «détecteur» métabolique dans ce mécanisme.

VI. La mitochondrie et la « détection » énergétique

A. Le fonctionnement mitochondrial

Les voies métaboliques associées aux différents nutriments convergent vers un produit
carrefour : 1’Acétyl-CoA qui est ensuite pris en charge par le cycle de Krebs. Le cycle de
Krebs permet 1’oxydation complete de 1’Acétyl-CoA. L’énergie est transférée sous forme
d’équivalents réduits, NADH et FADH,. Plus les rapports NADH/NAD" et FADH, H*/FAD"
sont élevés, plus I’énergie réduite est importante. Cette énergie réduite (NADH et FADH, H")
est le substrat de la Chaine Respiratoire Mitochondriale (CRM) (Figure 17).
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1. Phosphorylation oxydative

Les électrons sont transférés tout le long de la CRM au cours des réactions d’oxydo-

réduction jusqu’a ’accepteur final, I’oxygene. Ceci est possible du fait des potentiels redox

croissants des accepteurs d’¢lectrons des différents complexes le long de cette chaine. Ce

transfert d’électrons est couplé a la création d’un gradient transmembranaire de protons. La

dissipation de ce gradient de protons par I’ATP synthase permet la synthése d’ATP (Figure

17). La phosphorylation oxydative traduit ainsi le processus par lequel de I’ATP est formé

lorsque des électrons sont transférés a partir du NADH, et du FADH; jusqu’a 1’O,.

Le rendement des phosphorylations oxydatives est défini comme le rapport entre 1’énergie

récupérée sous forme de potentiel phosphate et le potentiel redox consommé ou encore entre

la quantit¢ d’ATP produite et la quantité d’oxygeéne consommée : rapport ATP/O,. Ce

rendement des phosphorylations oxydatives dépend de plusieurs parameétres :

La nature des substrats métabolisés (acides gras ou carbohydrates): celle-ci affecte la
steechiométrie des phosphorylations oxydatives en modifiant le ratio entre le NADH",
H" et le FADH,, I’oxydation du NADH" implique trois sites de couplage successifs
(complexes I, III et IV), alors qu’il n’en existe que 2 en ce qui concerne le FADH>
(complexes 11 et 1V). Ainsi, la synthése d’ATP est inférieure de I’ordre de 40% lors
de l’oxydation du FADH, comparé au NADH". Le NADH; fournit donc plus
d’énergie que le FADH,. Ainsi, selon que les substrats produisent une proportion plus
ou moins grande de NADH, par rapport au FADH,, la production d’ATP varie
(Leverve and Fontaine, 2001).

Le découplage (fuite de protons): dans certaines conditions, la perméabilité
membranaire aux protons peut étre augmentée par des canaux : les UCPs (Figure 18).
Ces UCPs sont insérées dans la membrane interne de la mitochondrie (Nicholls and
Rial, 1999). Les protons sont alors capables d’entrer dans la matrice sans passer par
I’ATP synthase, découplant ainsi la respiration de la synthése d’ATP. Dans les
adipocytes bruns, c’est la protéine découplante UCP1 (Trayhurn and Mercer, 1986)
qui permet de dissiper le gradient H® pour produire de la chaleur, grace a
I’accélération du transfert des électrons le long de la CRM (Nicholls and Locke,

1984). Ce decouplage est le mécanisme clé de la thermogénése. Pour 1I’étude des
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capacités maximales de respiration, le découplage peut étre induit par des molécules
chimiques comme le Carbonyl cyanide m-chlorophénylhydrazone (CCCP).
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Figure 17 : Le transit des électrons au sein de la chaine respiratoire mitochondriale.

Les substrats NADH, et FADH, fournissent leur électron au complexe | (NADH
coenzyme Q réductase ou NADH déshydrogénase) et au complexe Il (succinate
coenzyme Q réductase ou succinate déshydrogénase) respectivement. Les électrons
transitent via le coenzyme Q (ou ubiquinone) au complexe Il (coenzyme Q
cytochrome C réductase) puis jusqu’au cytochrome C et au complexe IV (cytochrome
oxydase). La cytochrome oxydase réduit complétement 'oxygéne en eau. Le
gradient de protons créé est dissipé au niveau du complexe V (ATP synthase) pour
la formation d’ATP et par les canaux UCP.
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La mitochondrie est ainsi un organite intra-cellulaire au cceur du systéme de détection
des flux métaboliques. Elle apparait comme un véritable détecteur moléculaire puisqu’elle
percoit la quantité et la qualité des nutriments (via les substrats de la chaine respiratoire formé
au cours de la métabolisation des nutriments). Il existe une corrélation directe entre le
rendement des phosphorylations oxydatives, et donc la production d’ATP et le flux de

substrats entrant dans la mitochondrie.

COUPLAGE
B "%
[
(™ i ATP E
2H,0 v
0] 2
2 H* H*
2
%,
3
=
LY
® matrice
espace

inftermembranaire

Figure 18 : Principe du découplage

Au cours du transit des électrons le long de la chaine respiratoire mitochondriale
(CRM) s’effectue un flux de protons de la matrice mitochondriale vers I'espace
intermembranaire. Ce gradient électrochimique est utilisé par 'ATP synthase pour
transformer cette énergie en ATP. La consommation d’oxygéne (autrement dit la
respiration) est dite couplée a la production d’ATP. Cependant, les protons peuvent
retourner dans la matrice sans passer par le canal a protons de I'ATP synthase. Ce
mécanisme de « leak » entraine la dissipation de I'énergie sous forme de chaleur. Il y
a respiration sans synthése d’ATP. On dit qu’il y a découplage entre la respiration et
la synthése d’ATP. D’aprés Carriére-Pazat 2005.
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L’ATP n’est cependant pas le seul produit du fonctionnement de la CRM. En effet, le
transit des électrons dans la CRM est également la source d’une production d’Espéces Actives
de I’Oxygéne d’origine mitochondriale (MEAOS), production qui est corrélée aux entrées de
substrats dans la mitochondrie. Dans plusieurs types cellulaires, il a pu étre mis en évidence
que ces mEAOs sont a I’origine d’une signalisation dite «redox» (Droge, 2002; Finkel, 2003;
Turrens, 1997), indépendamment de tout effet délétére. Depuis peu, certains travaux montrent
que cette production est nécessaire a la détection du glucose dans la cellule B et au niveau
hypothalamique (Leloup et al., 2011; Leloup et al., 2006; Leloup et al., 2009; Pi et al., 2007;
Pi and Collins, 2010; Pi et al., 2010).

B. Composition de la CRM

La CRM est formée de quatre complexes insérés dans la membrane interne de la

mitochondrie.

Le complexe I, NADH-coenzyme Q oxydoréductase ou NADH déshydrogénase est
une enzyme contenant plusieurs sous-unités dont 1’une est une flavoprotéine. Cette
flavoprotéine contient une molécule FMN (Flavine mononucléotide) qui recoit les électrons et
les protons venant du NADH, H*. La forme réduite FMNH; ainsi produite transfére les
électrons par oxydo-réduction aux agrégats Fe-S. Les agrégats Fe-S sont ré-oxydés en cédant

leurs électrons au coenzyme Q (Figure 19).

Le complexe Il, succinate-coenzyme Q oxydoréductase ou succinate déshydrogénase,
est une déshydrogénase fonctionnant avec le FADH,. Comme dans le complexe I, les
électrons provenant du FADH, sont transférés au coenzyme Q via un agrégat Fe-S (Figure
19).

Le complexe I, coenzyme Q-cytochrome c oxydoréductase est composé de
cytochromes (cytochrome bsg, et sg5 €t cytochrome c;) et d’agrégats Fe-S (appelés ici Iron
Sulfur Protein (ISP)). Le complexe Il transfere ses électrons du coenzyme Q au cytochrome
c. Le cytochrome c alors réduit est ré-oxydeé par le transfert des électrons sur le complexe 1V
(Figure 19).
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Le complexe IV ou cytochrome ¢ oxydase comporte 2 cytochromes a et a3 et 2 atomes
de cuivre (Figure 19). La réduction compléte d’une molécule d’oxygéne en deux molécules

d’eau utilise quatre ¢électrons provenant de la CRM et quatre protons.
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Figure 19 : Le transit des électrons au sein de la chaine respiratoire mitochondriale

Les substrats donneurs de NADH; et FADH, fournissent leurs électrons au complexe
| (NADH coenzyme Q réductase ou NADH déshydrogénase) et au complexe |l
(succinate coenzyme Q réductase ou succinate déshydrogénase) respectivement.
Les électrons transitent via le coenzyme Q (Q) au complexe Il (coenzyme Q
cytochrome ¢ réductase) jusqu’au cytochrome c et au complexe IV (cytochrome
oxydase). La cytochrome oxydase réduit complétement 'oxygéne en eau. Au cours
du transfert des électrons, il peut y avoir réduction monoélectronique de I'oxygéne
pour donner l'anion superoxyde (O27) (on parle de fuite d’électrons). Cette
production existe principalement au niveau du complexe | et Ill, dans des conditions
physiologiques. D’apres Liu et al 2002.

Le flux de protons (a I’origine du potentiel de membrane mitochondrial) généré par
ces réactions d’oxydo-réaction crée une force proton motrice. Cette force pousse les protons a
emprunter le canal a protons de I’ATP synthase et I’énergie qu’ils libérent est alors utilisée

pour synthétiser de I’ATP a partir d’ADP et de phosphate inorganique (Figure 20).
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Figure 20 : Schéma simplifié du fonctionnement mitochondrial.

L’énergie redox contenue dans les nutriments glucose, acides aminés et acides gras
est libérée sous la forme d’équivalents réduits NADH,H+ et FADH, utilisés comme
donneurs d’électrons pour la chaine respiratoire. La consommation d’oxygene par la
chaine respiratoire est couplée au fonctionnement de 'ATP synthase: ce sont les
oxydations phosphorylantes.

D’apres Carriére-Pazat 2005.

C.Production des mEAOSs

Les mEAOs sont produites principalement au niveau des complexes | et Il de la
CRM. Une part de I’oxygeéne consommée (autour de 1%) échappe a la réduction compléte en

molécule d’eau et subit une réduction mono-€électronique au niveau des complexes I et 111 de
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la chaine respiratoire pour donner naissance a I’anion superoxyde (O,”). La mitochondrie est

identifiée comme le site majeure de production d’O, " dans la cellule (Brand, 2010).

En ce qui concerne la fuite d’électrons de la chaine respiratoire au niveau du complexe
I, deux théories se confrontent. La premiére (Genova et al., 2003) énonce qu’un centre Fe-S
serait la source de 1’addition directe d’un électron a 1’oxygéne ou indirecte via la réduction de
quinones exogenes hydrophiles. Ces quinones alors sous la forme semiquinone sont trés
instables et peuvent réduire I’oxygéne en O, . L’autre théorie propose que ce soit le

groupement FMN qui soit responsable de la production d’O;” (Liu et al., 2002).

Au niveau du complexe Ill, le coenzyme Q sous sa forme ubisemiquinone QH, est

responsable de la production d’O,” (Turrens et al., 1985).

Dans le début des années 80, Turrrens et ses collaborateurs (Turrens and Boveris,
1980) avaient proposé que la production d’O," par le complexe | soit équivalente a 50% de
celle produite par 1’'ubisemiquinone et donnaient ainsi une place prépondérante au complexe
III dans la production totale d’O,” mitochondrial. Cependant la localisation de cette
production semble dépendre fortement du tissu examiné (Kwong and Sohal, 1998). Ces
derniéres années, le role majeur joué par le complexe | dans les cellules du cerveau a été

clairement mis en évidence (Barja, 1999; Liu et al., 2002).

1. La modulation de la production des mEAOs

La production d’O,” par les complexes | et Ill, est un processus non enzymatique
dépendant de la concentration en oxygeéne [O;] et de 1’état de réduction des transporteurs de la
chaine respiratoire [RH7]. Tout événement qui modifie 1'un et/ou I’autre de ces deux

parameétres modifie la production O;".

L’état de réduction des transporteurs d’électrons peut €tre modulé par [’apport
d’électrons a la CRM en relation avec le potentiel redox NADH, H'/NAD" et FADH,, ainsi
que par le potentiel de membrane. Lorsque les transporteurs sont dans un état réduit, ils sont
potentiellement donneurs d’électrons et la production d’O2” est alors élevée. En présence
d’oxygene et d’ADP, la chaine respiratoire et I’ATP synthase fonctionnent intensément et de

maniere coordonnée. Le potenticl de membrane est faible, les transporteurs d’électrons sont
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dans un état oxydé et la production d’O," est alors tres faible. En revanche, en absence
d’ADP, I’ATP synthase ne peut pas fonctionner. Le gradient de protons ne peut donc pas étre
dissipé, le potentiel de membrane est élevé. Ceci ralenti le flux d’électrons au sein de la CRM
et la concentration en transporteurs d’¢lectrons réduits augmente. La production d’O;,” est

alors élevée (Boveris and Chance, 1973).

D.Chimie des EAQOs et source subcellulaire

1. Réduction mono-¢électrique de 1’oxygéne et EAOs

Les EAOs sont des espéces dérivées de I’oxygeéne moléculaire se présentant sous

forme de radicaux libres ou de molécules (Calderon and Roberfroid, 1988; Gutteridge, 1994).

Les radicaux libres sont généralement instables et peuvent réagir rapidement avec
d’autres molécules chimiques environnantes du fait de leur électron célibataire. lls peuvent
soit arracher un électron (étre des oxydants) soit en céder un (étre des réducteurs). Ces
réactions radicalaires conduisent souvent a la formation d’un nouveau radical propageant ainsi

le phénoméne par réaction en chaine.

2. Les différentes EAOs

a. L’anion superoxyde Oy"

Il provient de la réduction mono-électrique de 1’oxygene moléculaire : O, + e- — Oy
O, est relativement peu réactif, il n’est ni un bon oxydant, ni un bon réducteur. Sa demi-vie
est trés courte et il est peu diffusible. En revanche, il est le précurseur d’autres EAOs comme

le peroxyde d’hydrogene (H20,).
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b. Le peroxyde d’hydrogene H,0,

O, " disparait rapidement par dismutation spontanée : O, + 2H" — H,0, + O,.

H20, est plus stable qu’O," et diffuserait dans les milieux aqueux et lipidiques de la
cellule. H;O; n’est pas un radical libre mais donne naissance, par réduction mono-
électronique, a un des radicaux les plus réactifs : le radical hydroxyle ‘OH. Actuellement,
H202 est considérée comme la molécule de signalisation dérivée de 1’anion superoxyde dans

les régulations dites « redox ».

c. Autres especes radicalaires

De nombreuses autres especes radicalaires peuvent étre générées. Ainsi, le radical
hydroxyle est un puissant oxydant et ses constantes de vitesse de réaction avec les substrats
biologiques sont également trés importantes. Sa durée de vie est trés faible (de 1’ordre de 10
%s). Le radical hydroxyle est hautement toxique car il réagit avec les macromolécules voisines

telles que les acides nucléiques, les proteines, les acides gras polyinsaturés et les glucides.

Les radicaux alkyles R™ et les peroxydes ROO" sont générés a la suite de 1’action
oxydante de -OH sur les chaines d’acides gras polyinsaturés (RH). R- et ROO- sont a
I’origine des processus radicalaires en chaine et en particulier de la peroxydation lipidique
(Slater, 1982).

3. Sources non mitochondriales des EAOs

Au niveau membranaire, la NADPH oxydase catalyse la réduction mono-électronique

de I’oxygene en utilisant le NADPH ou le NADH comme donneur d’électrons (Figure 26).

Au niveau du reticulum endoplasmique, les cytochromes P-450 mono-oxygenases sont
impliqués dans la détoxification par oxydation d’un grand nombre de xénobiotiques tels que

les anesthésiques, les pesticides et les polluants divers. La fixation de substrats peu ou pas
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oxydables (pour des raisons steriques ou chimiques) favorise la production d’anions

superoxydes O, (Cross and Jones, 1991).

Au niveau des peroxysomes, les oxydases utilisent I’oxygéne moléculaire pour effectuer
des réactions cataboliques et produisent O," et H,0,. Les monoamines oxydases produisent
¢galement de 1’H,0; en catabolisant les monoamines (dopamine, noradrénaline...). La gestion
des concentrations cellulaires, voire subcellulaires des différentes EAOs est liée a la présence
de systemes dits « antioxydants » enzymatiques et non enzymatiques. Leur fonctionnement

est optimisé dans la mesure ou leur action combinée est synergique.

E. Systéme de gestion des EAOs

Halliwell décrit les antioxydants comme des «substances qui, présentes a faibles
concentrations par rapport a un substrat oxydable, retardent significativement ou inhibent
I’oxydation de ce substrat» (Halliwell et al., 1995). Ces systemes antioxydants peuvent agir de
différentes maniéres (Gutteridge, 1994): par I’inhibition de la formation des EAOs

(détoxification directe) ou par la régulation des mécanismes oxydatifs engendrés.

1. Inhibition de la formation des EAOs

Dans cette partie, seuls les systemes antioxydants présents au niveau cellulaire seront
envisagés. L’activité des UCPs, bien que ces protéines ne soient pas des antioxydants, sera
abordée : en effet, en favorisant le découplage de la CRM, les UCPs limitent la formation de

I’anion superoxyde par la mitochondrie.
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2. Détoxification directe des EAOs

a. Systéme enzymatique

Les principales enzymes anti-oxydantes ainsi que les réactions qu’elles catalysent et
les localisations subcellulaires des isoformes jusqu’a présent décrites (Malorni et al., 2007,

Mates and Sanchez-Jimenez, 1999) sont illustrées par la figure 21.

L’activité superoxyde dismutase (SOD) (McCord and Fridovich, 1969), assure la
dismutation de O, en H,0; et O,. Trois isoformes de SOD sont présentes chez I’homme : la
SODL1 et SOD3 (cuivre / zinc dépendantes) et la SOD2 (manganese dépendante). La SOD3
extracellulaire est présente dans les espaces interstitiels et les fluides extracellulaires tels que
le plasma sanguin et la lymphe (Mates and Sanchez-Jimenez, 1999). La SOD?2 est localisée
uniquement dans la matrice mitochondriale. L action des SOD est couplée a celle d’enzymes

décomposant H,O; : la catalase et les glutathion peroxydases.

La catalase est une enzyme héminique, qui décompose H,O, en eau et oxygene. Son
activité est inhibée par le 3-amino-1,2,4-triazole ou a des concentrations en H,O, supérieure a
100 uM. Enfin, les souris dont le gene codant pour la catalase a été inactivé ont un
développement normal. Elles présentent cependant des signes de sensibilité au stress oxydant
(Ho et al., 2004).
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Figure 21: Meécanisme daction des enzymes antioxydantes et localisation

subcellulaire
Le schéma ci-dessus présente les principales enzymes antioxydantes: les SOD, les
GPx et la catalase. Différentes isoformes de ces enzymes existent et ont des

localisations subcellulaires particulieres.

D’aprés Carriére-Pazat 2005.
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Les glutathion peroxydases (GPx), enzymes a sélénium, décomposent H,O, et les
hydroperoxydes, en présence de glutathion réduit (GSH), facteur limitant. La GPx 1 présente
dans le cytosol et la matrice mitochondriale joue un réle majeur dans la plupart des tissus.
L’importance de ces enzymes anti-oxydantes dans la gestion des EAOs est clairement mise en
évidence par le phénotype des animaux transgéniques invalidés pour les genes
correspondants. Ainsi, les souris invalidées pour le géne SOD 2 (Sod2-/-) présentent une
Iétalité néonatale associée a une cardiomyopathie, une accumulation massive de lipides dans
le foie et des diminutions dramatiques de 1’activité d’enzymes mitochondriales contenant des
agrégats Fe-S (aconitase, succinate et NADH déshydrogénases) (Li et al., 1995). Une étude
sur des souris hétérozygotes Sod2+/- agées de 3 mois, montre des signes de dommages
oxydatifs de I’ADN mitochondrial, une altération dans le rendement bioénergétique et la
respiration mitochondriale. L’augmentation de 1’apoptose conduirait a la senescence tissulaire
et au vieillissement prématuré de ces souris (Kokoszka et al., 2001). Les souris déficientes
pour le gene codant pour la GPx 1 (GPx 1-/-) sont viables. Une augmentation des
hydroperoxydes lipidiques dans le foie est observée chez ces souris et les mitochondries du
foie produisent 4 fois plus d’H,O, que les mitochondries des animaux contréles (Esposito et
al., 2000). De plus, ces souris présentent une diminution de 20% du poids corporel

s’expliquant probablement par un retard de croissance du au stress oxydant.

A T’inverse, les souris sur-exprimant la GPx 1 (McClung et al., 2004) développent une
hyperglycémie, une hyper-insulinémie et une augmentation de la leptine circulante. Elles
présentent également une augmentation de leur masse grasse. Leur insulino-résistance
s’accompagne d’une diminution significative de la phosphorylation du récepteur a 1’insuline
dans le foie. Ainsi, de fagon paradoxale, I’insulino-résistance ne se développe pas a cause
d’un stress oxydant (donc en présence d’un exces d’EAOs) mais a la suite d’une forte
diminution in situ des EAOs (due a I’activité exacerbée de la GPx entrainant un statut
anormalement réduit). Ce travail démontre que la signalisation cellulaire redox-dépendante est

nécessaire et contrélée de fagon trés précise.

b. Les «piegeurs» d’EAOs

Les principaux systemes antioxydants non enzymatiques de la cellule sont le plus

souvent soient lipophiles (vitamine E, coenzyme Q ou ubiquinone et caroténoides), soient
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hydrophiles (vitamine C, glutathion). L’acide a-lipoique, molécule amphiphile et coenzyme
nécessaire a I’activité de différentes enzymes (complexe pyruvate décarboxylase), est aussi un

excellent piégeur de la plupart des EAOs (Packer et al., 1995).

Le glutathion occupe une place trés importante dans la gestion de 1’équilibre redox.
C’est un tripeptide (glutamate, cystéine, glycine) présent dans toutes les cellules eucaryotes.
Le role antioxydant du glutathion est 1ié a la présence d’un groupement thiol —~SH sur le
glutathion réduit (GSH). Le couple GSH/GSSG est le principal couple redox des cellules
eucaryotes. Il protége les cellules des dommages oxydatifs induits par les EAOs. Il est le
maillon essentiel de la régulation de la présence de ponts disulfure (-S-S-) sur les chaines
peptidiques. Le GSH agit comme un puissant antioxydant. Il est le cofacteur specifique des
GPx, qui ont pour réle de réduire H,0O, ou les ROOH en H,0 et ROH respectivement. Le GSH
est lui-méme piégeur de radicaux libres tels que les radicaux O,", 'OH et ROO. La
régénération du GSH a partir du GSSG est réalisée par la glutathion réductase (GR) en
présence de NADPH, H*. Le stockage cellulaire du glutathion se fait pour 90 % dans le

cytosol et 10% dans la mitochondrie qui est incapable de le synthétiser.

3. Régulation des mécanismes oxydatifs

Les protéines peuvent étre oxydées au niveau de groupement thiol —SH de leurs
résidus cystéines par I’action des EAOs. La thioredoxine, la protéine Ref-1 (Redox factor 1)
ou encore le glutathion sont considérés comme des «donneurs de —SH», capables de réduire
les résidus cystéine oxydés. La regénération de la thioredoxine réduite est assurée par la
thioredoxine réductase en présence de NADPH, H* (Figure 22). La glutathion réductase,
elle, joue un réle essentiel dans la reduction des résidus cystéines en régénérant le GSH
(Figure 23).

D’autres oxydoréductases participent aux mécanismes de régulation de la production
d’EAOs, comme les peroxyredoxines, qui reduisent le peroxyde d’hydrogéne en présence de
thioredoxine. Les peroxyredoxines sont des enzymes capables de dégrader non seulement le

peroxyde d'hydrogéne, mais aussi les peroxydes organiques, grace a leur résidu cystéine.
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Figure 22 : La thiorédoxine réduite, réducteur de résidus cystéine oxydés.

La thiorédoxine réduite (Trx Réd) est un donneur de —SH. Elle est en effet capable
de réduire les résidus cystéines oxydés (S-Ox) d’'une protéine et de régénérer la
forme réduite. La thiorédoxine alors dans un état oxydé (Trx Ox) est réduite par la
thiorédoxine réductase, en présence de NADPH,H" et se retrouve disponible.

GSSG + NADPH,H* — 2 GSH + NADP*
GR

Figure 23 : Régénération du glutathion réduit par la glutathion réductase

Le glutathion sous sa forme réduite (GSH) agit comme la thiorédoxine (donneur de —
SH) et intervient également comme cofacteur nécessaire a la glutathion peroxydase,
il peut donc se retrouver sous forme oxydée (GSSG). La glutathion réductase (GR),
en présence de NADPH,H", permet la régénération de la forme réduite.

4. Synergie des systémes

Les différentes molécules anti-oxydantes ainsi que les systémes enzymatiques agissent
de concert en formant des chaines de détoxification des EAOs : c’est la «chaine radicalaire».
L’inhibition de la peroxydation lipidique est un modele de cette activité synergique des
différents partenaires antioxydants. L’a-tocophérol (a-TOC, forme la plus active des
tocophérols ou vitamine E) se transforme en radical a-tocophéryl (a-TOC') a la suite de sa

réactivité avec un radical ROO. L’a-TOC' peut étre régéneré par la vitamine C réduite ou
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acide ascorbique (AH,) (Shi et al., 1999), elle-méme régenéré par le GSH lui-méme régenére
par la glutathion réductase en présence de NADPH. Le NADPH peut étre lui-méme régénéré
par la voie des pentoses phosphates.

5. Gestion spécifique des mEAOQOSs : activité des UCPs

a. Le «mild uncoupling»

Toute situation qui diminue de facon modérée le potentiel de membrane a tendance a
diminuer la production d’O;". C’est la théorie du «mild uncoupling» (Skulachev, 1998). En
effet, lors d’un découplage modéré entre le fonctionnement de la CRM et celui de ’ATP
synthase, les transporteurs sont dans un état plutdt oxydé, les contraintes au sein de la chaine

respiratoire sont faibles et la production d’O;" est faible.

Les acides gras participent de facon importante a la gestion des mMEAOSs en activant les
UCPs. Ils permettent alors I’abaissement du gradient électrochimique et du potentiel de
membrane. Cet effet antioxydant des acides gras est renforcé par leur capacité a activer les
GPx (Duval et al., 2002).

On peut ainsi considérer que les protéines UCPs font partie du systeme de gestion des
MEAOs. Elles sont d’autant plus efficaces qu’elles agissent directement au niveau de la
source de production des mMEAOs. A ce jour, plusieurs isoformes ont été identifiées (UCP1-5),
les isoformes UCP2, 4 et 5 sont les principales isoformes dans le SNC (Andrews et al., 2005).
Au niveau hypothalamique en particulier, I’isoforme UCP2 est bien représentée et son
implication dans les signalisations en réponse au statut énergétique est établi (Arsenijevic et
al., 2000; Barnstable et al., 2003; Diano et al., 2003; Horvath et al., 2002; Horvath et al.,
2003a; Horvath et al., 2003b; Pecqueur et al., 2009; Pecqueur et al., 2001; Richard et al.,
2001).
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b. L’activation d” UCP2 par les EAOs : un rétrocontrdle négatif

Le lien entre UCP2 et EAOs a éte démontre par de nombreux travaux (Echtay et al.,
2002a; Echtay et al., 2002b; Negre-Salvayre et al., 1997). Ces études mettent en évidence, sur
des mitochondries isolées, que 1’02~ augmente la conductance membranaire aux protons via
I’activation de la protéine découplante UCP2. Le découplage modéré induirait alors une
baisse du potentiel de membrane et en conséquence une baisse de production d’O;". Ce
mécanisme d’activation d’UCP2 par les EAOs constituerait un systéme de rétrocontrdle
négatif. En cas de concentration trop élevée en O, I’activation d’UCP2, en stimulant le
transport des protons et des électrons, et par I’induction de sa synthése, serait un moyen de

limiter la production de mEAOs (Figure 24).

F. Importance physiologique des EAOs

1. L homéostasie redox

Comme nous ’avons décrit précédemment, la concentration des EAOs résulte de
I’équilibre entre les systemes producteurs de radicaux libres et les systémes anti-oxydants. Le
maintien a un état d’équilibre constitue 1’homéostasie redox. Une production relativement
modérée d’EAOs, par les systemes générateurs d’une part et grace aux systémes anti-oxydants
d’autre part, induit une augmentation physiologique aigue et transitoire de la concentration
d’EAOs. Cette production modérée et transitoire d’EAOs peut alors modifier certaines cibles
environnantes de maniére réversible. Les EAOs peuvent alors agir en tant que molécules

«signal» : on regroupe aujourd’hui cet effet sous le terme de signalisation redox.
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Contraintes 2

je

Figure 24 : L’activation des UCPs par les Espéces Actives de 'Oxygéne

Des contraintes exercées sur le flux d’électrons au sein de la chaine
respiratoire mitochondriale (CRM) peuvent entrainer une surproduction d’anion
superoxyde dans la matrice mitochondriale notamment. Ce dernier est capable de
stimuler [l'activité protonophore des protéines découplantes UCPs (1.). En
conséquence, le potentiel de membrane est abaissé et donc la production d’anion
superoxyde fortement diminuée (2.). Ce systéme d’activation des UCPs par 'anion
superoxyde pourrait constituer un rétrocontrole négatif visant a controler les
concentrations d’anion superoxyde.
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Ainsi, lorsque le systétme est bien géré, la signalisation redox mettant en jeu
notamment la réponse antioxydante permet un retour rapide a 1’état redox initial (Figure 25).
Ces productions transitoires d’EAOs sont associées a 1’activation de voies de signalisation

intracellulaires (Droge, 2002).
systeme
antioxydant

production
EAOs

déséquilibre important et chronique

STRESS OXYDANT

production systéme
EAOs antioxydant

Concentration EAOs

Figure 25 : L’homéostasie redox.

Si la production d’EAOs est modérée et relativement courte dans le temps, la
signalisation redox déclenchée par les EAOs permet de maintenir ’homéostasie
redox. En cas de production d’EAOs trop intense et maintenue dans le temps, les
systemes antioxydants sont dépassés, une dérégulation chronique provoque
I'établissement d’'un stress oxydant qui aboutit a la mise en place de situations
physiopathologiques.

D’aprés Droge 2002.

Lorsque les systemes de gestion des EAOs sont depassés (excés de production
d’EAOs et/ou diminution des systémes anti-oxydants), il y a ce qu’on appelle un stress
oxydant. Ce stress oxydant résulte d’une concentration élevée et persistante dans le temps
d’EAOs, qui ne peut plus étre gerée par les systemes anti-oxydants. Les modifications des

molécules environnantes sont non spécifiques et irréversibles et endommagent leur fonction.
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C’est dans cette situation que les EAOs a ’origine d’un stress oxydant massif interviennent

dans la toxicité et la physiopathologie. Cet aspect pathologique ne sera pas envisage ici.

2. Régulation des voies de signalisation et de I’expression génique

a. Mécanisme biochimique : oxydation des résidus cystéine

La signalisation par les mEAOs est le plus souvent médiée par des protéines qui
possedent des cystéines dont les groupements thiol sont situés dans les sites actifs. Ces
groupements thiol peuvent étre directement oxydés par les EAOs ou par des modifications du
potentiel redox d’un couple prépondérant comme celui du glutathion. Un environnement
oxydant favorise la formation de ponts disulfures (-S-S-) au niveau des cystéines. De plus, le
groupement thiol (-SH) peut étre oxydé en groupe sulfénique (-SOH), sulfinique (-SO;H)
voire sulfonique (-SO3H). Ces oxydations sont réversibles (sous I’action de la thioredoxine
réduite ou de glutathion réduit, réducteurs recyclables). Ces cystéines peuvent se trouver dans
des domaines particuliérement importants pour ’activité de la protéine (Morel and Barouki,
1999). La régulation des protéines de signalisation par les EAOs et les modifications de 1’état
redox sont tres rapides, réversibles et ne nécessitent pas la synthése de protéines de novo. Ces

caractéristiques permettent une transduction rapide des signaux.

b. Régulation redox des protéines kinases et phosphatases

Les EAOs et I’¢tat redox peuvent modifier DI’activité de protéines kinases ou
phosphatases (Chiarugi and Cirri, 2003). Un traitement avec H,O, extracellulaire entraine par
exemple une augmentation massive de la phosphorylation des résidus tyrosine, et ce sur de
nombreuses proteines (Allen and Tresini, 2000). La plupart du temps, cet effet passe par une
inactivation des phosphatases. Il a en effet éte montré que H,O, et O,” sont a 1’origine de
I’oxydation spécifique et réversible d’un résidu cystéine localisé dans le site catalytique des
tyrosines phosphatases les rendant inactives (Barrett et al., 1999; Denu and Tanner, 1998).

Les phosphatases PTEN (phosphatase and tensin homolog, qui interviennent dans la
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régulation de la voie PI3K/Akt), Cdc25 (qui module I’activité des cyclin-dependent kinases,
impliquées dans le contréle du cycle cellulaire) et PTP-1B (protein tyrosine phosphatase 1B,
impliquée dans la signalisation de 1’insuline) sont soumises a cette régulation redox (Cho et
al., 2004).

Les Mitogen Activated Protein Kinases (MAPK) sont également des relais dans la
signalisation intracellulaire sensibles aux EAQOs. Ce sont des serine-thréonine kinases qui
transmettent les signaux de la membrane plasmique jusqu’au noyau via la phosphorylation de
certains facteurs de transcription. Les trois membres de cette famille, ERK1/2 (Extracellular
signal Regulated Kinase), JNK (c-Jun N-terminal Kinase) et p38MAPK sont phosphorylés et
donc activés suite a une administration extracellulaire de H,O,, ce phénomene étant bloqué

par un prétraitement avec des antioxydants (Lo et al., 1996).

c. Reégulation redox des facteurs de transcription

De nombreux facteurs de transcription sont régulés par 1’état redox de la cellule. C’est
ainsi que les EAOs peuvent déclencher des systemes d’adaptations de la cellule afin de
maintenir 1’équilibre redox. Chez E.Coli, la régulation redox de la transcription passe par
deux facteurs de transcription, SoxR (sensible a O,") et OxyR (sensible a H,O,) qui ne sont
opérationnels que sous leur forme oxydée (Zheng et al., 1998). Chez les eucaryotes
supérieurs, bien qu’aucun équivalent simple de ces facteurs de transcription n’ait ét¢ mis en
¢vidence, i1l a été démontré qu’une augmentation de la concentration en EAOs induit
I’expression de nombreux genes, dont ceux codant pour les défenses anti-oxydantes, comme
la catalase, la SOD 2 (Shull et al., 1991) ou encore la thiorédoxine réductase (Sachi et al.,
1995). Cette augmentation des systemes de gestion par les EAOs elles-mémes constitue un
rétrocontrole négatif.

Cette régulation peut se faire soit directement via 1’oxydation de cystéines critiques au
sein méme du facteur de transcription soit indirectement via la modification oxydative de
I’activité de protéines kinases/phosphatases en amont des facteurs de transcription. Un
exemple intéressant est la dualité dans la régulation redox de NF«xB et AP1: un environnement
oxydant est necessaire pour leur activation dans le cytoplasme tandis que dans le noyau doit

régner un environnement plutdt réduit pour leur permettre de se fixer a ses séquences cibles
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(Kim et al., 2010). Ces deux exemples de régulation redox de NFxB et d’AP1 montrent que le
site subcellulaire de production d’EAOs a une importance fondamentale: des taux
relativement élevés d’EAOs dans le cytoplasme ou dans le noyau ont des répercussions

totalement opposées sur 1’activité de ces facteurs de transcription.

G.Métabolisme redox — pathologies métaboliques

Il existe une tres large littérature montrant 1’implication des EAOs et du métabolisme
redox dans les pathologies métaboliques, comme 1’obésité et d’insulino-résistance. Par
exemple, chez le rat adulte Wistar nourrit avec un régime hypercalorique (lipidique et
glucidique), on observe une augmentation du poids au bout de 8 semaines avec hyper-
triglycéridémie associée a une corrélation négative entre 1’augmentation des TBARS
(Thiobarituric acid substances) plasmatiques (marqueurs de peroxydation lipidique) et une
diminution de I’activité de la SOD érythrocytaire (Beltowski et al., 2000).

Le stress oxydant a été identifié comme un symptdme majeur des complications liées a
I’hyperglycémie dans le cas du diabéte. En effet, une augmentation de la production d’EAOs
est observée lors d’une hyperglycémie, entrainant un déséquilibre de 1’état Red/Ox. Les
mitochondries sont une des principales sources cellulaires productrices d’EAOs, et dans le cas
d’une hyperglycémie, leur participation a cette surproduction est majeure. Cette augmentation
de la production d’O;" lors du transfert d’électron dans la CRM au cours d’une hyperglycémie
accentue de multiples voies pathogénes, conduisant a de multiples complications (Brownlee,
2001).

De méme, les souris transgéniques obéses et diabétiques KKay présentent un stress
oxydant avec une augmentation du Malondialdéhyde (MDA) plasmatique et du 8-isoprostane
urinaire. Mais les tissus étudiés, cceur et reins, présentent une augmentation des ARNm

d’enzymes antioxydantes telles que la GPx et la SOD (Fujita et al., 2005).

La production de mEAOs par de fortes concentrations chroniques en glucose active
aussi des voies de signalisation dites de stress : NFkB (Nishikawa et al., 2000), p38MAPK
(Dunlop and Muggli, 2000) et JINK (Ho et al., 2000). De nombreux résultats montrent que
I’activation de ces voies de signalisation pourrait étre impliquée dans le developpement de

I’insulinorésistance et du dysfonctionnement des cellules B du pancréas (Evans et al., 2003).
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L’hypothése d’un lien entre la surproduction d’EAOS et insulinorésistance provient également
d’autres observations. D’une part, des antioxydants (I’acide lipoique en particulier) améliorent
la sensibilité a I’insuline (Maddux et al., 2001). D’autre part, le peroxyde d’hydrogéne inhibe
le transport de glucose dépendant de I’insuline dans des cellules musculaires (Maddux et al.,
2001). Ainsi, la surproduction d’EAOs jouerait un réle fondamental dans la mise en place de

I’insulino-résistance.

H.Les EAOs mitochondriales : de véritables « senseurs »

metaboliques

Tres souvent étudiées pour leurs effets délétéres dans le vieillissement, les maladies
neuro-dégénératives ou encore le diabéte (« stress oxydant »), les mEAOs apparaissent depuis

une dizaine d’année comme de véritables seconds messagers.

Une premiére étude fondatrice a montré en culture sur plusieurs types cellulaires que
I’augmentation de la concentration en pyruvate favorisait la production de mEAOs (Nemoto
et al., 2000). Elles déclenchent alors une voie de signalisation «redox sensible» (c'est-a-dire
sensible aux EAOs) permettant la réorientation du métabolisme vers une voie de stockage du
glucose sous forme de glycogene plutét que vers son catabolisme oxydatif. Ceci limite
secondairement I’apport d’équivalents réduits a la CRM et donc la production d’EAOs qui en

résulte.

Dans le laboratoire, il a été montré le réle des mEAOSs dans le devenir cellulaire du
tissu adipeux, par le contréle qu’elles exercent sur la prolifération et la différenciation de ce
tissu (Carriere et al., 2004). D’autres études ont montré qu’un équilibre trés fin existe entre
leur production, 1’état redox des tissus et une signalisation adéquate. Par exemple, la
surexpression de la gluthation peroxydase (I’isoforme GPx1) conduit a une insulino-
résistance, leptino-résistance puis une obésité (McClung et al., 2004). Ces effets semblent étre
au moins dus aux modifications de phosphorylation des tyrosines kinases du récepteur a
I’insuline et de la voie PI3K/Akt dans le foie et le muscle, phosphorylations qui sont
normalement en partie stoppées par 1’activation de phosphatases redox-sensibles. Au niveau
pancréatique, nous avons également montré que la production des mMEAOSs lors de la détection

de I’hyperglycémie était nécessaire a la sécrétion d’insuline sur des ilots fraichement isolés.
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L’utilisation d’antioxydants prévient la sécrétion d’insuline par les cellules B lorsqu’on les
expose a une augmentation de la concentration de glucose, indépendamment de la
concentration en ATP et de NADH (Leloup et al., 2009). Ce rdle a été confirmé par d’autres
études (Pi and Collins, 2010).

Au laboratoire, 1’équipe a également fait I’hypotheése que lors de la détection cérébrale
du glucose, les mMEAOs pouvaient étre une voie de signalisation importante dans le
déclenchement de la réponse a I’hyperglycémie. Le métabolisme du glucose fournit des
équivalents réduits qui cedent leurs électrons au complexe | et 1l de la CRM lors de leur
oxydation. Lors d’un apport rapide de substrats, leur oxydation provoque I’arrivée massive
d’¢électrons sans régulation immédiate de la dissipation du gradient de protons par I’ATP
synthase et/ou D’activité d’UCP. Ce temps d’adaptation de la CRM serait a I’origine d’une

élévation transitoire de la production de mEAOs.

Ainsi, une augmentation de la concentration de glucose de 5 a 20mM engendre une
production d’EAOs sur des coupes d’hypothalamus (Figure 26 A). De plus, I’injection de
glucose par la carotide en direction du cerveau engendre, chez le rat, également une
augmentation de la production des mEAOs mais aussi de 1’activité électrique globale de
I’hypothalamus ainsi qu’un pic de sécrétion d’insuline en périphérie (Figure 26 B, C, D). Ces
deux effets sont mimés par des inhibiteurs de la CRM (entrainant une production de mEAOQOS)
et sont inhibés en présence d’antioxydants ou d’un découplant (CCCP), montrant

I’implication des mEAOs dans ce mécanisme (Figure 26 B, C, D) (Leloup et al., 2006).

Par ailleurs, un autre travail réalisé¢ au sein de I’équipe vient renforcer ce rdle des
MEAOSs en tant que seconds messagers dans 1’hypothalamus. Une hypertriglycéridémie aigiie
engendre dans le VMH spécifiquement une production de mEAQOs. L’inhibition de cette
production de mEAOs par des antioxydants engendre une absence d’inhibition de la prise
alimentaire par les lipides. Cette production de mEAOSs est donc indispensable a la médiation

du signal satiétogene lors d’une hypertryglycéridémie (Benani et al., 2007).
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Figure 26 : Etude in vivo de limplication des mEAOs dans le « glucose sensing »
hypothalamique. Effets d’'une stimulation de glucose seul et de ceux de deux
inhibiteurs des complexes | et Il de la chaine respiratoire (roténone et antimycine).
Réversion de ces effets par I'ajout d’antioxydants (catalase, trolox) et d'un
découplant mitochondrial (CCCP). A — Quantification du taux d’EAOs sur tranche
d’hypothalamus. B — C — Quantification in vivo de l'activité électrique multicellulaire
selon le taux d'EAOs. D — Sécrétion d’insuline en périphérie. D’aprés Leloup et al
2006.

83



VII.

Plus récemment nous avons egalement montré que dans le modeéle de rat Zucker obese
et insulino-résistant, il existait une hypersensibilité hypothalamique au glucose (activation
¢lectrique des neurones du NA et sécrétion d’insuline pour des doses de glucose sans effet
chez le rat non obese) (Alquier et al., 2003; Colombani et al., 2009). Cette réponse anormale
est associée a une augmentation de la production de mEAOSs en réponse au glucose, un état
oxydé a I’échelle de la cellule et de la mitochondrie, ainsi qu’une surexpression de certains
complexes de la CRM corrélée a une dysfonction de la respiration mitochondriale (Colombani
et al., 2009). Enfin, par la perfusion icv de gluthation (un antioxydant) nous avons pu corriger
le déséquilibre Red/Ox et restaurer une réponse normale a une hyperglycémie cérébrale
(Colombani et al., 2009). Ce travail renforce le role important d’une production de mEAOs
qui soit bien equilibrée lors de la détection du glucose au niveau hypothalamique.

L’ensemble de ces travaux ainsi que d’autres (Andrews et al., 2008; Horvath et al.,
2009) mettent en lumiere le role des mEAOSs en tant que signaux lors de la détection d’une
élévation du flux de nutriments. Il est donc important de développer précisément le role de la
CRM dans la production de ces mEAOs. Récemment, le lien entre la concentration de
glucose, la morphologie des mitochondries et la production de mMEAQOs a été mis en évidence.
Ces travaux suggerent que des mécanismes de régulation de la production de mEAOs
pourraient exister au sein de la mitochondrie. De plus, certaines données montrent que des
changements de forme de la mitochondrie s’accompagnent de modification de I’activité de la
chaine respiratoire ou sont produites les mMEAQOs (Bach et al., 2005; Bach et al., 2003; Benard
et al., 2007; Benard and Rossignol, 2008; Yoon et al., 2011; Yu et al., 2006; Yu et al., 2008).

La dynamique mitochondriale

Les mitochondries ont été identifiées il y a plus de cent ans par microscopie
photonique, mais leur véritable morphologie et leur nature dynamique ont longtemps été
ignorées. Le nom qui leur a alors été attribué, deérivé du grec mitos (fil) et chondros (grain),
reflétait 1’hétérogénéité de leur morphologie. La microscopie électronique révéla ensuite
qu’elles sont entourées de deux membranes (externe et interne) et possédent des crétes
formées par la membrane interne (Frey and Mannella, 2000). Leur structure punctiforme

ressemblait, en taille et en morphologie, a leurs ancétres les bactéries, ce qui a conduit une
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partie de la communauté scientifique a considérer les mitochondries comme de petites entités
indépendantes. Le développement de nouvelles techniques de microscopie (microscopie
électronique a tomographie, microscopie confocale) a révélé que les mitochondries peuvent
adopter une structure punctiforme ou tubulaire. Dans les années 1990, des cribles génétiques
meneés chez la levure Saccharomyces cerevisiae ont conduit a I’isolement de mutants dont la
morphologie des mitochondries était altérée et a I’identification des premiéres protéines
impliquées dans des mécanismes de modification morphologiques des mitochondries que 1’on
qualifia de dynamique mitochondriale (Okamoto and Shaw, 2005). S. cerevisiae présente un
réseau mitochondrial filamenteux qui résulte d’un equilibre dynamique entre deux forces
antagonistes de fission et de fusion. Dans des conditions normales, 1’équilibre fusion/fission
s’établit au profit de la fusion et les mitochondries apparaissent filamenteuses. L’ inhibition de
la composante fusion provoque la fragmentation des mitochondries. A 1’inverse, lorsque la
fission est inhibée, le réseau mitochondrial apparait excessivement filamenteux et

interconnecté.

La plasticité de la morphologie des mitochondries est conservée dans les cellules
eucaryotes supérieures dont les mitochondries apparaissent comme un réseau de filaments
interconnectés quand la force de fusion prédomine, ou comme des structures punctiformes
isolées quand la force de fission prévaut. En outre, 1’observation des mitochondries par
microscopie en temps réel montre clairement que cet équilibre n’est pas figé. Quelle que soit
leur morphologie, les mitochondries se déplacent, se divisent et fusionnent continuellement
(Sauvanet et al., 2010a).

A. La dynamique des mitochondries

Les premiers tests de fusion mitochondriale, in vivo et in vitro, ont été réalisés chez S.
cerevisiae (Hoppins et al., 2007; Okamoto and Shaw, 2005). Cette levure existe sous deux
formes haploides capables de se conjuguer. Le marquage des mitochondries par des
fluorophores différents a mis en évidence que les membranes mitochondriales des deux
formes de levure fusionnent et permettent ainsi le mélange des composants mitochondriaux

(Figure 27). La reconstitution de la fusion in vitro a démontré que la fusion des membranes
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internes et celle des membranes externes sont des événements distincts qui nécessitent tous

deux un apport de GTP.
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Figure 27 : Tests utilisés pour I'étude de la fusion mitochondriale basés sur I'échange
de protéines fluorescentes entre mitochondries. A. Dans la levure S. cerevisiae, la
fusion est observée lors de la conjugaison de cellules haploides. Pointes de
fleche : cellules haploides contenant des mitochondries simplement marquées.
Fléches : zygote contenant des mitochondries doublement marquées. B, C. Dans
des cellules mammiferes, la fusion cellulaire est induite par le polyéthylene
glycol (B)ou a lieu lors de la différenciation de myoblastes en culture (C).
D. L'utilisation de protéines photoconvertibles permet d’observer la fusion a I'intérieur
d’une cellule.

Les connaissances sur la fusion mitochondriale chez les Mammiferes sont issues de
travaux ex vivo. Des molécules fluorescentes sont adressees aux mitochondries de deux
populations de cellules dont la fusion est induite. Apres fusion cellulaire, 1’analyse du
mélange des molécules fluorescentes entre mitochondries met en évidence la fusion
mitochondriale (Figure 27). Ces études ont permis de démontrer que la fusion mitochondriale
permet 1’échange de protéines, de complexes respiratoires et de nucleoides, qu’elle ne dépend

pas du cytosquelette et qu’elle est abolie par une dissipation du potentiel de membrane
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mitochondrial (Aym) (Legros et al., 2002; Legros et al., 2004). Récemment, 1’obtention de
nouvelles protéines fluorescentes a permis d’étudier la fusion mitochondriale a 1’intérieur
d’une cellule. Des cellules exprimant une protéine fluorescente photo-convertible sont
partiellement irradiées par un laser, ce qui conduit au marquage de quelques mitochondries
dont le devenir est suivi (Figure 27). Ces expériences ont révélé 1’existence de deux types de
fusion (Liu et al., 2009). Dans la majorité des cas, la fusion est instable : les mitochondries
fusionnent leurs deux membranes, échangent des composants et se séparent presque
immeédiatement. Dans une minorité des cas, la fusion est stable et conduit a la formation d’une
mitochondrie allongée. Le processus de fission, pourtant clairement visible en microscopie en
temps réel, n’a pas été caractérisé a ce jour a I’aide de tests dédiés. Dans la plupart des cas, la
fission est observée indirectement par [’altération de 1’équilibre fusion-fission et ses

répercussions sur la morphologie mitochondriale (Legros et al., 2002; Malka et al., 2005).

1. Les acteurs de la dynamique mitochondriale

Les protéines impliquées dans la fusion et la fission mitochondriales sont, dans la
plupart des cas, spécifiques aux mitochondries et différentes dans leur structure et leur
mécanisme d’action de celles qui sont impliquées dans le trafic vésiculaire entre organites.
Bon nombre d’entre elles s’avére étre conservé chez tous les eucaryotes (Okamoto and Shaw,
2005).

La machinerie de fission, chez la levure, est composée de quatre protéines principales :
DRP1 (Dnml), GTPase de la famille des dynamines, Fisl, Mdvl et Caf4 (Figure 28). La
délétion ou la mutation de DRP1, augmente la longueur et la connectivité des mitochondries
et empéche leur fragmentation (Hoppins et al., 2007; Ishihara et al., 2009; Liesa et al., 2009).
DRP1, majoritairement cytosolique, est recrutée a la membrane mitochondriale externe au
niveau des futurs sites de fission. Chez la levure, ce recrutement implique la protéine intégrale
de la membrane externe Fisl et les protéines adaptatrices Mdv1 et Caf4 (Hoppins et al., 2007)
(Figure 28). Une fois recrutée a la membrane externe, Dnm1/DRP1 s’oligomérise et forme
une spirale dont le changement de structure conduit a la formation d’un anneau qui en se

rétractant, via I’hydrolyse du GTP, provoque la fission des mitochondries (Figure 28).
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Figure 28 : La dynamique mitochondriale.

La morphologie mitochondriale est sous la dépendance de forces de fusion et de
fission opposées, modulables et en équilibre permanent, c’est ce qu’on appelle la
dynamique mitochondriale. Un déséquilibre en faveur des processus de fission
entraine une fragmentation des mitochondries : le réseau apparait alors plus ponctué
(on observe alors un plus grand nombre de mitochondries petites et sphériques),
alors qu’'un déséquilibre en faveur des processus de fusion créé un réseau de
mitochondries filamenteuses trés allongées. Ces processus sont dus a des protéines
spécifiqgues de la mitochondrie. Dans le cas de la fission, Drplet Fisl sont 2 acteurs
essentiels : Drpl, qui est normalement cytoplasmique est adressé a la mitochondrie
ou il se lie a Fisl. Drpl forme alors un anneau qui se referme autour de la
mitochondrie, jusqu’'a séparation en 2 mitochondries. La fusion, elle, implique
principalement OPA1l et les mitofusines, qui permettent le rapprochement de 2
mitochondries et leur fusion.

Les mécanismes de fusion font intervenir d’autres protéines, chez les Mammiféres ce
sont les mitofusines (MFN1 et MFN2 (Rojo et al., 2002)), ainsi que OPA1 (Delettre et al.,
2000). La delétion des genes codant les protéines fusogeénes entraine, chez la levure et les
Mammiferes, la fragmentation des mitochondries par inhibition de leur fusion (Hoppins et al.,
2007). On pense actuellement que les mitofusines s’associent en trans pour induire
I’accolement puis la fusion, GTP-dépendante, des membranes externes, et que la fusion des

membranes internes est ensuite prise en charge par OPAL (Figure 28) (Hoppins et al., 2007).
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Chez les Mammiféres, la présence d’OPAl n’est requise que sur une seule des deux

mitochondries (Landes et al., 2010).

A coté des composants principaux des machineries de fusion et fission que nous
venons de décrire, et qui sont globalement conserves de la levure & I’Homme, d’autres acteurs
de la dynamique mitochondriale, qui sont souvent spécifiques aux levures ou aux
Mammiferes, ont également été identifiés (Hoppins et al., 2007). Par exemple, chez les
Mammiféres, la protéine de fission GDAPL (ganglioside induced differentiation-associated
protein 1), responsable d’une neuropathie chez I’lhomme et ATAD3A (ATPase family, AAA
domain containing 3A), joue un réle dans 1’établissement et/ou la régulation des interactions

entre les membranes externe et interne (Gilquin et al., 2010).

2. Régulation de la fission/fusion de mitochondries

L’équilibre fusion/fission et la morphologie des mitochondries sont également
contrdlés par la bioénergétique mitochondriale et cellulaire (Sauvanet et al., 2010b), change
durant divers processus de différenciation (Liesa et al., 2009) et est altéré dans de nombreuses
maladies. De plus, les mitochondries se fragmentent pendant 1’apoptose et s’allongent pendant
la senescence (Liesa et al., 2009). Malgré 1’accumulation de données sur les acteurs et la
mécanistique de la dynamique mitochondriale, trés peu de choses sont connues sur les
signaux extra ou intracellulaires auxquels ce processus est soumis et sur les mécanismes par
lesquels il est modulé. Récemment, différentes voies qui altérent le niveau d’expression
(stabilité/dégradation), I’activité et/ou 1’association membranaire des acteurs de fusion et de

fission ont été mises en évidence.

Chez les Mammiféeres, une ubiquitine ligase mitochondriale (MITOL/MARCHYV)
interagit avec FIS1 et DRPI1, qu’elle «ubiquitinyle » et dont elle contréle les niveaux
d’expression en stabilisant cette protéine. DRP1 semble étre le substrat d’autres ubiquitine
ligases et ses propriétés (activité, recrutement, stabilité) sont également modifiées par
phosphorylation et SUMOylation (Santel and Frank, 2008). La protéine de fusion MFN2 est
phosphorylée par la protéine kinase A (PKA), interagit avec une ubiquitine ligase
(MITOL/MARCH5) et son niveau d’expression est augmente par des inhibiteurs du

protéasome (Liesa et al., 2009). L’activité, 1’association membranaire et les fonctions de
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OPAL sont modulées par I’existence de nombreuses isoformes de la dynamine (Landes et al.,
2010). Chez I’homme, un épissage alternatif du géne OPAL génere huit ARN messagers
codant pour des isoformes protéiques impliquées soit dans la dynamique mitochondriale, soit
dans 1’apoptose (Landes et al., 2010). Une protéolyse sélective et contrdlée de la région
amino-terminale de OPAL1 génére des isoformes longues et courtes, toutes deux nécessaires a
la fonction de la dynamine (Landes et al., 2010; Zick et al., 2009). Chez les mammiferes, cette
protéolyse dépend des niveaux d’ATP et est induite lors d’une dissipation du Aym ou en
situation d’apoptose (Baricault et al., 2007; Guillery et al., 2008). L’ importance fonctionnelle
de la dynamique mitochondriale est illustrée par les nombreuses répercussions de son
inactivation aussi bien au niveau de I’organite, de la cellule que de 1’organisme. Ainsi, le
fonctionnement de la chaine respiratoire, 1’homéostasie et la signalisation calcique, la
production de mMEAOs ainsi que la différenciation musculaire, la plasticité et le
fonctionnement des neurones, le processus de senescence et la cascade apoptotique, sont
altérés par des modifications de I’expression des différents acteurs de la dynamique
mitochondriale (Liesa et al., 2009).

Récemment, des altérations de la dynamique mitochondriale chez les Mammiféres ont
été associées a des défauts dans 1’organisation, le maintien et la transmission de I’ADNmt
(Chen and Chan, 2009). D’autre part, les avantages conférés spécifiquement par la fusion
incluent les échanges moléculaires et la complémentation fonctionnelle entre mitochondries,
la formation de filaments capables de transmettre de 1’énergie sous forme de Aym a
I’intérieur de la cellule (Chan, 2006). A I’inverse, la fission des mitochondries favorise leur
transport, notamment dans les neurones, leur répartition équitable au cours de la mitose et leur
élimination par autophagie (Chen and Chan, 2009). Enfin, la nature essentielle de la
dynamique mitochondriale a définitivement été confirmée par 1’implication de plusieurs
acteurs de la dynamique mitochondriale dans des maladies neuro-dégénératives et par son
absolue nécessité au cours du développement embryonnaire (Chan, 2006; Chen and Chan,
2009).

Depuis 1’identification dans les années 1990 des protéines impliquées dans la
dynamique mitochondriale, leur liste n’a cessé de croitre. Trés récemment sont venues
s’ajouter Pink-1 (PTEN-induced kinase 1) et Parkine (E3 ubiquitin ligase), deux protéines
mutées dans des formes familiales de maladie de Parkinson. Ces protéines seraient a la fois
impliquées dans la dynamique mitochondriale et dans la biogenese/degradation des
mitochondries (Chen and Chan, 2009).

90



B. Réle physiologique de la dynamique mitochondriale

L’intérét porté¢ sur la dynamique mitochondriale depuis plusieurs années repose
principalement sur deux faits biologiques majeurs : d’une part, la découverte que des
dysfonctionnements des machineries moléculaires de fission et de fusion mitochondriales sont
a Porigine de pathologies neuronales graves (Cho et al., 2010) et, d’autre part, 1’observation
d’une fission massive des mitochondries au cours de I’apoptose (Castanier and Arnoult,

2010).

1. Dynamique mitochondriale et transport d’énergie dans les neurones

Les mitochondries produisent et véhiculent de I’ATP aux endroits de la cellule ou la
demande en énergie est forte. Leur transport est donc crucial pour le bon fonctionnement des
cellules, en particulier des cellules polarisées comme les neurones. Dans les neurones, les
besoins en ATP sont grands, souvent a distance du soma, comme au niveau des synapses. Par
exemple, chez ’Homme, la synapse neuromusculaire de certains motoneurones est parfois
distante de plus d’un métre du soma. L’ ATP produit au niveau du corps cellulaire ne peut y
parvenir en quantité suffisante par simple diffusion. Ce probleme peut étre contourné gréace
aux mitochondries qui, en se déplacant, peuvent délivrer in situ 1’énergie nécessaire au
fonctionnement synaptique. Pour véhiculer 1’énergie, les mitochondries doivent étre capables
de se fragmenter, se déplacer, s’arréter au bon endroit et repartir.

Le transport des mitochondries est en fait bidirectionnel : les mitochondries se
déplacent le long des microtubules en utilisant comme moteurs soit des kinésines pour aller
dans le sens antérograde - du soma vers la périphérie -, soit des dynéines pour se diriger dans
le sens rétrograde. Les dynéines et les kinésines posseédent des points d’attaches aux
mitochondries (Cai and Sheng, 2009). Chez la drosophile, la délétion du gene codant pour ces
attaches empéche le transport des mitochondries hors du soma. Malgré cette anomalie, la
croissance axonale et 1’établissement des synapses neuromusculaires se produisent
normalement (Stowers et al., 2002). Ces processus ont donc un codt énergétique faible. En
revanche, faute d’ATP, ces synapses demeurent silencieuses (Stowers et al., 2002), car la
mobilisation des neurotransmetteurs a la synapse requiert beaucoup d’énergie.

L’immobilisation des mitochondries au niveau des synapses ou dans tout autre domaine

91



cellulaire ou elles sont requises, par exemple les épines dendritiques, fait intervenir un
processus complexe encore mal élucidé qui pourrait impliquer la synthaphiline, protéine
retenant les mitochondries au niveau des microtubules (Cai and Sheng, 2009). Par ailleurs, un
pic de calcium focalisé au niveau d’une petite région de 1’axone peut, en modifiant la
conformation des protéines d’attaches des mitochondries aux microtubules, entrainer 1’arrét
des mitochondries (Wang and Schwarz, 2009). Une fois leur fonction accomplie, les
mitochondries retournent dans le soma. Ces mitochondries sont en général de petite taille, ont
un potentiel de membrane bas et sont considérées comme non fonctionnelles, voire
dangereuses, car capables de produire des radicaux libres en exceés. Elles sont probablement
destinées a la dégradation par autophagie, un processus appelé mitophagie. La mitophagie
joue un rdle déterminant dans 1’homéostasie cellulaire en permettant d’éradiquer les
mitochondries potentiellement nocives (Chen and Chan, 2009). Elle fait intervenir des
protéines comme Parkine et Pink1, dont les genes sont mutés dans certaines formes familiales
de la maladie de Parkinson (Chen and Chan, 2009). D’ou I’idée qu’une altération du
processus de mitophagie pourrait endommager certains types cellulaires, comme les neurones
de la substance noire dans la maladie de Parkinson.

Le transport des mitochondries est intimement lié a leur capacité a fusionner et a se
fissionner. Pour pouvoir se mouvoir correctement dans les axones ou les dendrites, les
mitochondries doivent pouvoir se fragmenter. Des mitochondries trop filamenteuses sont
statiques et s’accumulent dans le soma. A ’inverse, la fission mitochondriale s’accompagne
d’une augmentation du nombre de mitochondries circulantes dans les neurites et facilite la
formation des épines dendritiques ainsi que leur plasticité, par un mécanisme encore mal
élucidé (Li et al., 2004b).

2. Dynamique mitochondriale et intégrité de I’ADN mitochondrial

Les événements de fusion et de fission jouent un role essentiel dans 1’échange de
molécules d’ADN entre mitochondries, ainsi que dans certaines fonctions mitochondriales.
Chez I’homme, I’ADN mitochondrial & une taille de 16,5 kb et code pour 13 protéines de la
chaine respiratoire, 22 ARNt et 2 ARNTr. Il est présent dans la matrice mitochondriale en 2 a
10 exemplaires regroupés au sein de structures appelées nucléoides. Cet ADN, en raison de sa
localisation, a un risque ¢élevé de mutations (le nombre de mutations de I’ADN mitochondrial

est environ 10 fois supérieur a celui de I’ADN nucléaire) a cause des dérivés réactifs de
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I’oxygéne générés par les complexes de la chaine respiratoire. En fusionnant, les
mitochondries échangent leurs molécules d’ADN, ce qui permet la complémentation d’un
géne défectueux porté par une molécule d’ADN par un géne sain présent sur une autre
molécule d’ADN. Ainsi, les mitochondries peuvent fonctionner normalement méme si elles
contiennent un nombre important de molécules endommagées. Pour une raison encore mal
comprise, lorsque le processus de fusion est incorrect, non seulement une complémentation
entre génes mutés et sains n’est plus possible, mais les mitochondries finissent par perdre leur
ADN mitochondrial. Elles deviennent alors incapables de fournir de I’ATP, ce qui compromet
la survie cellulaire. Récemment, il a été montré que la perte d’expression, dans le muscle, de
la protéine de fusion mitofusine 2, s’accompagnait d’une augmentation significative du
nombre de mutations et de délétions de I’ADN mitochondrial, ainsi que d’une perte de la
quantité d’ADN par mitochondrie, avec des conséquences graves pour la fonction musculaire
(Chen et al., 2010). La fusion mitochondriale est donc requise pour la stabilit¢ de I’ADN

mitochondrial.

3. Morphologie mitochondriale, stress et apoptose

Des travaux récents ont montré que certaines formes de stress liées a des anomalies de
la synthése protéique pouvaient induire une « hyperfusion » mitochondriale (Tondera et al.,
2009). La formation d’un réseau mitochondrial permettrait a la cellule de mieux tolérer ces
formes de stress en conférant aux mitochondries un meilleur couplage énergétique. Les voies
de signalisation qui régulent les machineries de fusion et de fission au cours de stress
métaboliques sont encore mal connues. Le role de la fission mitochondriale au cours de
I’apoptose doit également étre élucidé (Castanier and Arnoult, 2010).

On sait que les mitochondries se fragmentent au cours de 1’apoptose. Cette
fragmentation intervient au moment ou Bax, un membre pro-apoptotique de la famille Bcl-2,
s’intégre dans la membrane mitochondriale. Cette intégration se produit aux sites de fission
mitochondriale, la ou intervient la protéine DRP1. 1l s’ensuit une fission des mitochondries et
une altération concomitante de la membrane mitochondriale externe qui devient perméable et
permet une fuite de cytochrome c dans le cytosol. Cet événement est nécessaire a 1’activation
des caspases dans la voie de signalisation dite « intrinséque » de 1’apoptose. Le blocage de la
fission mitochondriale ralentit la cinétique de libération du cytochrome ¢, mais ne la bloque

pas complétement, suggérant que d’autres mécanismes contribuent a perméabiliser la
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membrane mitochondriale externe (Castanier and Arnoult, 2010). Il reste a démontrer
comment la fission mitochondriale peut coopérer avec Bax pour perméabiliser la membrane

mitochondriale externe.

C. Dynamique mitochondriale et maladies neurodégenératives

Une mutation du géne, codant OPAL (optic atrophy 1), est liée a I’atrophie optique
autosomique dominante, ou maladie de Kjer (AOAD). Le séquencage de ce gene chez six
familles atteintes de cette pathologie a révélé la présence systématique d’une mutation
pathogéne (Delettre et al., 2000).En accord avec I’implication d’OPA1 dans la fusion du
réseau mitochondrial (Sauvanet et al., 2010a), les fibroblastes de patients présentent une
altération de la dynamique membranaire avec un réseau fragmenté apparaissant sous forme de
mitochondries ponctiformes (Chevrollier et al., 2008). L’ensemble des lignées de fibroblastes
¢tudiées présentent une susceptibilité accrue a 1’apoptose (Lenaers et al., 2009) et une
altération du fonctionnement de la chaine respiratoire liée a un déficit d’activité soit du
complexe | (Zanna et al., 2008), soit du complexe 1V (Chevrollier et al., 2008). De la méme
fagon que pour I’atteinte de 1’activité fusionnelle, il existe une bonne corrélation entre le
niveau du déficit énergétique et la gravité de Iatteinte clinique. Les cellules ganglionnaires de
la rétine sont tout particulierement vulnérables du fait de I’absence de myélinisation de leur
axone jusqu’a leur sortie du globe oculaire. Ces axones sont par conséquent directement
exposés au stress induit par les rayons ultra-violets et requierent un apport énergétique
extréme pour transduire les potentiels d’action en I’absence de nceuds de Ranvier.
L’abondance mitochondriale, qui est frappante a la partie proximale de ces axones, permet
probablement de répondre & ce besoin énergétique et explique en partie pourquoi I’atteinte des

cellules ganglionnaires de la rétine est si fréquente dans les maladies mitochondriales.

Deux autres genes codant des dynamines mitochondriales (MFN2, mitofusine 2 et
DRP1, dynamin-related protein 1) ont ensuite été impliqués dans une forme axonale de la
maladie de Charcot- Marie-Tooth (CMT) (Vallat and Funalot, 2010; Zuchner et al., 2004) et
un syndrome neurologique néonatal sévere (Waterham et al., 2007). L’¢tude de biopsies
nerveuses de patients ou de souris ayant une mutation de MFN2 montre une altération de la

morphologie mitochondriale dans les axones. Les mitochondries apparaissent arrondies, de
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petite taille et souvent agregées aux extrémités axonales et autour du noyau, suggérant une
altération de leur fusion et de leur transport axonal (Cartoni and Martinou, 2009; Vallat et al.,
2008). L’altération du trafic axonal est une hypothése pour expliquer la vulnérabilité
particuliére des axones les plus longs de 1’organisme, qui sont sélectivement affectés dans
cette maladie. Cette hypothese est confirmée par une étude récente montrant que les
mitofusines jouent un rdle direct dans la régulation du transport axonal des mitochondries
(Misko et al., 2010). Une altération du métabolisme énergétique participe aussi tres
probablement a la maladie. En effet, les fibroblastes de patients MFN2 atteints de CMT2A
présentent une baisse d’efficacité des phosphorylations oxydatives et une diminution du
potentiel de membrane mitochondrial, mais sans altération majeure de la morphologie
mitochondriale, ce qui suggere que les réles de MFN2 dans la fusion mitochondriale et dans
la régulation du métabolisme énergétique sont indépendants (Loiseau et al., 2007).

Enfin, un quatrieme gene codant la protéine GDAP1 impliquée dans le contréle de la
fission mitochondriale, fut associé a deux autres formes de CMT (Baxter et al., 2002;
Claramunt et al., 2005). Ces pathologies neurologiques, qui semblent liées a une altération de
la plasticité mitochondriale, définissent une nouvelle classe de maladies mitochondriales, en
marge de celles dues a un déficit primitif de la chaine respiratoire. Les mécanismes
physiopathologiques mis en jeu sont complexes puisque la plasticité mitochondriale semble se
situer au carrefour d’un ensemble de processus interdépendants : contrdle de qualité de
I’organite (biogenese, mitophagie, maintien de I’ADN mitochondrial), fonctions
bioénergétiques, distribution cellulaire et interaction avec les autres composants cellulaires,

flux calciques, intégrations des voies de signalisation cellulaire et apoptose.

D. Mitose et dynamique mitochondriale

Les mitochondries sont des organites importants qui doivent étre redistribué lors de la
division cellulaire. Ainsi, on observe une fragmentation mitochondriale qui précede la
division cellulaire (Ishihara et al., 2009; Taguchi et al., 2007). Cela permet une répartition des
mitochondries aux deux cellules filles. Ainsi, des embryons de souris dont le géne codant
pour la mitofusine 2 (MFN2) ou DRP1 meurent avant la naissance (Ishihara et al., 2009;
Wakabayashi et al., 2009) indiquant un réle primordial de la dynamique mitochondriale au

cours du développement.
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E. Dynamique mitochondriale et métabolisme

Depuis moins de 10 ans, un certain nombre de travaux ont mis en évidence des
altérations de la dynamique mitochondriale dans le cas de pathologies métaboliques. Ainsi,
dans les muscles squelettiques de patients obeses et diabétiques de type 2, les mitochondries
apparaissent plus petites et avec des structures internes désorganisées et des vacuolisations
(Kelley et al., 2002). Une diminution d’expression de la protéine MFN2 est également
observée dans les muscles squelettiques de rats Ziicker obéses ainsi que d’humains obéses,
cette réduction d’expression étant corrélée a une diminution de la taille des mitochondries
ainsi qu’une augmentation de leur nombre, représentatif d’une fragmentation du réseau
mitochondrial (Bach et al., 2005; Bach et al., 2003). Ces travaux ont permis de montrer une
corrélation entre le gain de poids et ’expression de MFN2 qui est diminuée conduisant a une
fragmentation des mitochondries, a I’inverse, la perte de poids induit une augmentation
d’expression. Les obéses présentent alors une diminution d’expression de MFN2, et il en est
de méme chez les patients diabétiques. Enfin dans les muscles de ces patients, une corrélation
positive forte existe entre I’expression de MFN2 et la sensibilité a ’insuline. A I’échelle
moléculaire, ces travaux mettent en évidence outre 1’altération morphologique des
mitochondries, une diminution de l’oxydation du glucose, du potentiel de membrane
mitochondrial, de la respiration cellulaire. Enfin la réduction d’expression de MFN2 dans le
muscle est associée a une diminution d’expression des complexes I, II, III et V de la CRM,
ainsi que de leur activité. Ainsi, des modéles de rats diabétiques Zucker présentent des
modifications d’expression de DRP1 dans le muscle, et ’obésité chez I’homme est associé a
une diminution d’expression de MFN2 (Bach et al., 2005; Bach et al., 2003; Leinninger et al.,
2006). Ces travaux semblent indiqués un role majeur de la morphologie mitochondriale dans
la régulation de I’homéostasie énergeétique. La morphologie mitochondriale serait donc
importante pour 1’organite et son role de senseur énergétique. Par ailleurs, la protéine MFN2
est capable de stimulé la respiration mitochondriale, 1’oxydation des substrats et 1’expression
de certains complexes de la CRM. Ainsi, chez les obéses, 1’amélioration de la sensibilité a
I’insuline observée suite a une chirurgie bariatriqgue est associé a une augmentation

d’expression de MFN2 dans le muscle (Zorzano et al., 2009).
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En culture cellulaire, de fortes concentrations en glucose induisent une fragmentation
des mitochondries dans des lignées cellulaires d’hépatocytes, de cellules cardiaques,
endothéliales, d’ilots pancréatiques ainsi que des cultures primaires neuronales (Leinninger et
al., 2006; Men et al., 2009; Paltauf-Doburzynska et al., 2004; Yu et al., 2006; Yu et al., 2008).
Cette fragmentation mitochondriale en condition de forte concentration en glucose nécessite
la machinerie de fission mitochondriale (Men et al., 2009; Molina et al., 2009; Yu et al., 2006;
Yu et al., 2008). Un traitement des neurones des ganglions dorsaux de la moelle par une forte
concentration en glucose provoque une fragmentation mitochondriale et une augmentation de
I’expression et de la localisation a la mitochondrie de la protéine de fission DRP1, indiquant
une activation de la fission mitochondriale (Leinninger et al., 2006). Dans cette étude, il est
¢galement observé une augmentation d’expression, d’activation et de localisation
mitochondriale des protéines pro-apoptotiques Bim et Bax, indiquant que la forte
concentration en glucose induit une fission mitochondriale associée a I’apoptose. Une
augmentation d’expression de DRP1 est observée dans les neurones des ganglions dorsaux
issus de rats rendu diabétiques par un traitement a la streptozotocine, des cellules B incubés
dans de fortes concentrations en glucose, et des adipocytes 3T3 en fortes concentrations
d’acides gras libres (Gao et al., 2010; Leinninger et al., 2006; Men et al., 2009).

1. Dynamique mitochondriale et cellule 3

Une activité mitochondriale normale est nécessaire a une régulation adaptée de la
sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques. Du fait de la relation étroite qui existe
entre la morphologie et I’activit¢é des mitochondries, la dynamique mitochondriale est
suspectée de jouer un role dans I’insulino-sécrétion des cellules B. Les patients atteints de
diabete de type 2 presentent une altération de la fonction et de la morphologie des
mitochondries des Tlots, incluant une diminution du potentiel de membrane, de la production
d’ATP, et une forte densité de mitochondries arrondies, associées a une insulino-sécrétion
altérée (Arnoult et al., 2005; Deng et al., 2004). Des mitochondries de petites tailles et
arrondies en forte densité ont egalement pu étre observées dans les cellules B de rats Ziicker
obeses et diabétiques (Bindokas et al., 2003). Ces observations suggérent une altération de la
dynamique mitochondriale, due a une fission accrue dans le cas du diabéte. La dynamique

mitochondriale dans les cellules B et son role dans I’insulino-sécrétion n’est étudié que depuis
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peu. Molina et al. ont étudié la morphologie et la dynamique mitochondriale dans des ilots
pancréatiques et des cultures de cellules B par I’utilisation d’une protéine photoactivable
adressée a la matrice mitochondriale (Molina et al., 2009). Cette étude a permis de mettre en
é¢vidence un réseau dense de mitochondries dans les cultures primaires de cellules B. Ces
mitochondries apparaissant sous forme de tubules individuels dont la longueur maximale est
de 2,5um, suggérant que les mitochondries dans ce type cellulaire sont plus courtes que dans
d’autres types comme les fibroblastes. Ce résultat est toutefois en opposition avec d’autres
observations faites sur des ilots d’humains ou de rats montrant des mitochondries qui forment
un réseau tubulaire dans tout le cytoplasme (Bindokas et al., 2003; Park et al., 2008). Une
autre étude a permis de déterminer que dans les cellules B, les mitochondries étaient tubulaires
et interconnectées, avec des longueurs allant de 0,5 a 5um (Noske et al., 2008). Récemment,
grace a des techniques d’imagerie, la morphologie mitochondriale dans les cellules B a été
mieux explorée. L’analyse des images obtenues a ainsi permis de montré que chez le rat, les
mitochondries forment un réseau trés interconnecté, comme dans les lignées de cellules
(Dlaskova et al., 2010; Plecita-Hlavata et al., 2008). A I’inverse, les cellules B issus de rats
Goto Kakizaki diabétiques présentent une désorganisation du réseau tubulaire de
mitochondries (Dlaskova et al., 2010). Dans le cas de cellules B de sujets non diabétiques, les
mitochondries sont dynamiques, et peuvent communiquer entre elles et I’ensemble du réseau
mitochondrial via des mécanismes de fusion et de fission fréquents, comme cela a pu étre
montré par la dispersion rapide dans toute la cellule d’une fluorescence locale induite par
photoactivation (Molina et al., 2009). Une diminution de la taille des Tlots et de la quantité
totale de cellules B (due a I’apoptose) sont observés dans le diabéte de type 2 (Butler et al.,
2003; Donath and Halban, 2004; Rhodes, 2005; Sakuraba et al., 2002; Yoon et al., 2003)..
Cette apoptose peut étre provoquée par de forte concentration en glucose sur des cultures de
cellules B. Cette apoptose ne se produit plus lorsque la fission mitochondriale est inhibée
(Men et al., 2009), suggerant que la fission mitochondriale pourrait participer a I’apoptose des
cellules B dans le cas du diabete. Dans des conditions de forte concentrations en glucose et en
acides gras, qui miment un milieu diabétique de type 2, les cellules B présentent un réseau
mitochondrial fragmenté, de plus, la sécrétion d’insuline stimulée par le glucose est réduite
(Molina et al., 2009). Dans ces conditions, la diminution d’expression de la protéine de fission
FIS1 restaure la morphologie mitochondriale et protége les cellules de 1’apoptose, mais ne
suffit pas a rétablir une insulino-sécrétion normale (Molina et al., 2009), ce qui suggere que

’activité bioénergétique des mitochondries n’a pas été rétablie.
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Ces observations permettent de suggerer que la nature dynamique de la morphologie
mitochondriale par des mécanismes de fission et de fusion continus, mais pas une
morphologie fixe, est nécessaire au maintien de la fonction des mitochondries. Ainsi, la
diminution d’expression de FIS1 dans les cellules B réduit significativement la sécrétion
d’insuline en réponse au glucose, probablement via une diminution de la respiration au niveau
de la CRM (Twig et al., 2008a). Pour étudier le role de la dynamique mitochondriale dans
I’insulino-sécrétion, la morphologie mitochondriale a été manipulée dans des cellules B, et
I’effet sur le métabolisme couplé a la sécrétion d’insuline a été étudié (Park et al., 2008). La
surexpression de FIS1 dans les cellules f induit une fragmentation des mitochondries et altére
la sécrétion d’insuline stimulé par le glucose via une diminution du contenu cellulaire en
ATP. Un effet similaire est également observeé lors de la surexpression de la protéine de
fusion MFN1, malgré un effet opposé sur la morphologie mitochondriale. Cependant, la
surexpression d’un dominant négatif de MFN1 qui entraine une fragmentation n’a pas d’effet
sur le contenu en ATP ou la sécrétion d’insuline. Comme FIS1 et le dominant négatif MFN1
ont le méme effet sur la fragmentation mitochondriale lors de leur surexpression, mais avec
des effets différents sur la sécrétion d’insuline, il est peu probable que la fragmentation des
mitochondries seule soit responsable du métabolisme énergétique mitochondrial et de la
sécrétion d’insuline dans les cellules P pancréatiques (Park et al.,, 2008). De plus la
surexpression de MFN1 est défavorable a la sécrétion d’insuline couplé au métabolisme,
comme dans le cas de la surexpression de FIS1, malgré un effet opposé sur la morphologie
mitochondriale (Park et al., 2008) (Barsoum et al., 2006; Twig et al., 2008a; Twig et al.,
2008b).

2. Dynamique mitochondriale lors de I’hyperglycémie et production

d’EAOs

En dehors des défauts pancréatiques, des déformations mitochondriales sont
fréquemment observées dans d’autres organes ou tissus issus de patients hyperglycémiques ou
d’animaux diabétiques. Les mitochondries d’hépatocytes de patients diabétiques sont
arrondies, présentent une désorganisation des crétes mitochondriales et une diminution de la

densité aux électrons de leur matrice (Vanhorebeek et al., 2005).
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De plus, plusieurs études ont pu montrer I’implication de la dynamique mitochondriale
dans la production d’EAOs dans des conditions de forte concentration en glucose (Yu et al.,
2006). Ainsi, une exposition aigiie de cellules & une concentration élevée en glucose induit
une fragmentation mitochondriale rapide et un retour a la morphologie basale qui ont lieu
selon la méme cinétique qu’une augmentation puis une diminution du taux d’EAOs (Yu et al.,
2006). L’inhibition de la fission mitochondriale ou I’augmentation de la fusion restaure un
taux d’EAOs basal méme lors d’une concentration en glucose élevée (Yu et al., 2006). Cette
étude montre que les modifications morphologiques des mitochondries sont nécessaires a la
production d’EAOs lors d’une stimulation hyperglycémique, et permet de suggérer un role
régulateur de la dynamique mitochondriale dans 1’activité des mitochondries (Yu et al., 2006).
Une autre étude a également montré que la diminution d’expression de FIS1 diminuait le taux
d’EAOs lors d’une stimulation par du glucose (Twig et al.,, 2008a). Cependant, les
mécanismes mise en jeu lors des changements morphologiques des mitochondries et qui
modifient la bioénergétique mitochondriale responsable de la production d’EAOs restent a
¢lucider. Hackenbrock dans les années 60 a observé qu’une mitochondrie active était plus
condensee et avait une matrice plus dense en électron (Hackenbrock, 1966), cet état des
mitochondries pourrait donc étre atteint lors d’une hyperglycémie. Lors d’une hyperglycémie,
cette fragmentation mitochondriale est réversible, ce qui suggere que ce soit un évenement
physiologique permettant un processus de signalisation redox, la morphologie fragmentée
facilitant cette production, puis un retour a une morphologie basale par re-fusion de
mitochondrie et/ou ralentissement de fission permettrait de maintenir un taux d’EAOs non
délétere. 1l semble possible que ces modifications morphologiques des mitochondries dans
des conditions de haut glucose soit une réponse cellulaire a I’augmentation des substrats
métaboliques permettant de faciliter leur utilisation dans les mitochondries en augmentant la
surface du réseau mitochondrial. De plus, de récentes études indiquent que les modifications
dynamiques de la structure interne des mitochondries est étroitement associée a 1’état
fonctionnel des mitochondries (Mannella, 2006). Les modifications ultra structurales de la
membrane interne mitochondriale sont observées lors de I’induction de la fragmentation
mitochondriale (Barsoum et al., 2006). La manipulation du niveau d’expression de MFN2 a
ainsi été montrée comme altérant I’expression des complexes de la CRM, ce qui conduit a une
oxydation du glucose modifiée associée a des modifications de la morphologie mitochondriale
(Pich et al., 2005). Les complexes constituants la CRM sont organisés en une structure
ordonnées dans la membrane interne mitochondriale de fagon & permettre le transfert

d’¢lectron le plus efficace. Les modifications morphologiques des mitochondries lors d’une
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hyperglycémie pourraient modifier cette organisation des complexes de la CRM, et conduire a
une perturbation de son activité ou de son couplage a la synthése d’ATP, conduisant a une
surproduction d’EAOs. Des modifications des flux métaboliques, de I’organisation des
complexes de la CRM, de I’efficacité de la phosphorylation oxydative, et de la fluidité
membranaire seraient des événements possibles pouvant altérer 1’activité de la mitochondrie
lors d’une fragmentation mitochondriale induite par I’hyperglycémie et conduisant & une
augmentation de la production d’EAOs. Les complications associées a 1I’hyperglycémie sont
associées a une apoptose et un stress oxydant dues a une augmentation du taux d’EAOs, et qui
s’accompagne d’une fragmentation mitochondriale (Men et al., 2009; Vanhorebeek et al.,
2005; Yu et al., 2008). Dans le cas de complications pathologiques, il existe une controverse
selon que la fragmentation mitochondriale soit induite par la production d’EAOs ou I’inverse.
Dans les neurones, I’inhibition du complexe II induit une production d’EAOs et une
fragmentation mitochondriale, et 1’antioxydant N-Acetyl-L-Cystéine (NAC) diminue la
fragmentation dans ces conditions, indiquant que les EAOs seraient responsables de la
fragmentation des mitochondries (Liot et al., 2009). De la méme fagon, un traitement des
cellules par I’H202 conduit a une augmentation d’EAOs dans la cellule qui provoque une
modification transitoire de la morphologie mitochondriale (Jendrach et al., 2008). Dans un
modele neuronal, Barsoum et son équipe ont montré que le stress oxydant induisait une
fragmentation mitochondriale dépendante de DRP1, qui précédait la mort cellulaire par
apoptose (Barsoum et al., 2006). A I’inverse, une autre étude rapporte que le blocage de la
fission mitochondriale inhibe la production d’EAOs lors d’une hyperglycémie, ainsi que le
MPT, la libération de cytochrome c¢ et 1’apoptose, suggérant que la fragmentation
mitochondriale lors d’une hyperglycémie est nécessaire a la production d’EAOs (Men et al.,
2009; Yu et al., 2008). De fortes quantités d’EAOs peuvent induire le MPT, suivi d’une
perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (mitochondrial outer membrane
permeabilization (MOMP)) et d’apoptose (Brady et al., 2004; Leach et al., 2001; Lemasters et
al., 1998; Zorov et al., 2000). Le MOMP conduit a la fuite du glutathion de la mitochondrie
entrainant une accumulation des EAOs produites par défaut de réduction de ces molécules
(Brookes et al., 2004).
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OBJECIF DU TRAVAIL
ET DEMARCHES
SCIENTIFIQUES




Nous nous intéressons aux mécanismes de détection hypothalamique des nutriments, et
plus particuliérement a la sensibilité au glucose. Lors d’une hyperglycémie, celle-ci permet le

déclenchement d’une réponse régulatrice a court terme en périphérie.

Au laboratoire, il a clairement été établi que la détection d’une augmentation de la
concentration de glucose au niveau hypothalamique entrainait une activation électrique des
neurones du NA suivi d’une sécrétion d’insuline en périphérie. Une des voies de
signalisations importante récemment mise en évidence fait intervenir une signalisation redox
impliquant la production d’EAOs d’origine mitochondriale. De maniére intéressante, cette
signalisation redox a également été montrée dans un autre site sensible aux variations de
glucose, la cellule B du pancréas (Leloup et al., 2011; Leloup et al., 2006; Leloup et al., 2009;
Pi et al., 2007). L’importance de cette production de mEAOs a également pu étre mise en
évidence dans le modele de rat Ziicker obése et insulino-résistant, chez lequel on observe une
hypersensibilité hypothalamique au glucose (Alquier et al., 2003). Celle-ci se traduit par le
déclenchement d’une activation nerveuse du NA et d’une sécrétion d’insuline pour une dose
cerébrale de glucose normalement sans effet chez des rats témoins. Cette hypersensibilité au
glucose est associée a un deséquilibre redox dans ce modéle. Chez ces animaux, on observe
une production hypothalamique de mEAQOs anormalement élevée comparée a des témoins et
un état oxydé plus élevé, notamment dans le compartiment mitochondrial, associé a une
augmentation des capacités respiratoires. La restauration d’un état redox normal (égal aux
témoins) par I’injection d’un antioxydant, le glutathion, rétablit une sensibilit¢ au glucose
hypothalamique identique aux témoins (Colombani et al., 2009). L’ensemble de ces travaux
montrent I’importance de la production de mEAOs en réponse au glucose et la nécessité d’une
production qui soit parfaitement gérée. En effet, I’absence de production de mEAOs en
condition physiologique annule les réponses physiologiques ¢étudiées, alors qu’une
exacerbation de la production et un défaut des réponses sont observés dans les modéles de
pathologies métaboliques. Comprendre les mécanismes qui permettent une production bien
ajustée de mEAOs lors d’une hyperglycémie transitoire et physiologique est donc important
pour une meilleure connaissance des mécanismes impliqués dans le «glucose sensing »

hypothalamique.

Des études recentes ont mis en évidence une relation entre la morphologie
mitochondriale et la production de mEAQOs (Gao et al., 2010; Leinninger et al., 2006; Men et
al., 2009; Paltauf-Doburzynska et al., 2004; Twig et al., 2008a; Vanhorebeek et al., 2005; Yu

et al., 2006; Yu et al., 2008). Ainsi, un réseau mitochondrial fragmenté serait associé a une
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production de mEAOs. De plus, sur des modeles de myoblastes et d’hépatocytes en cultures,
il a pu étre démontré que I’hyperglycémie déclenchait la fragmentation des mitochondries,
une augmentation de la respiration et de la production de mEAOQOs. Ces effets ne sont plus
observés si la fission (via DRP1) est bloguée ou si la fusion est surexprimée (Yu et al., 2006).
Par ailleurs, d’autres études ont permis de corréler le statut métabolique et les acteurs de la
dynamique mitochondriale, ou encore la relation entre la morphologie mitochondriale et ses
capacités respiratoires/oxydatives et la production de mEAOs (Benard et al., 2007; Benard
and Rossignol, 2008).

Ainsi, Pobjectif de mon travail de thése a été de déterminer si la dynamique
mitochondriale intervenait dans les processus de détection d’une hyperglycémie au
niveau de ’hypothalamus. En particulier, nous souhaitions savoir si une hyperglycémie
cérébrale transitoire et physiologique déclenchait la fission des mitochondries et si celle-
ci était nécessaire, par la modification de D’activité de la CRM, a la production de

MEAOs indispensable au déclenchement périphérique de réponses adaptées.

Pour répondre a ces questions nous avons adopté la démarche suivante :

e Dans un premier temps, nous avons recherché si une hyperglycémie cérébrale
transitoire était capable de déclencher la fragmentation des mitochondries, chez
le rat. Pour cela, nous avons mesuré 1’adressage de DRP1 a la mitochondrie en
réponse a un bolus carotidien de glucose (vers le cerveau). Nous avons
également mesuré, en imagerie confocale, la taille des mitochondries suite a ce
bolus dans I’hypothalamus. Ces premieres expériences ¢€taient indispensables
pour valider si I’hyperglycémie cérébrale déclenchait une fragmentation des
mitochondries, en mobilisant 1’acteur principal de la fission, DRP1. Dans un
deuxiéme temps, aprés validation par ces expériences préliminaires de
I’implication de DRPI1, nous avons mis au point un modele d’invalidation
transitoire de DRP1 par interférence ARN. Cette inhibition a été réalisée
spécifiquement dans 1’hypothalamus ventro-meédian, par injection de SiRNA
dirigés contre DRP1 dans le noyau arqué (rat siDRP1). Ce modele avait pour but

de déterminer si oui ou non, la fission, via DRP1, était nécessaire a la
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signalisation mEAOs lors de la détection d’une hyperglycémie cérébrale

(« glucose sensing »).

Ensuite, une exploration des fonctions de la chaine respiratoire mitochondriale

de ces animaux siDRP1 a été réalisée.

Finalement, nous avons pu étudier le role de la fission mitochondriale
dépendante de DRP1 lors du « glucose sensing » hypothalamique chez le rat
siDRP1. La sensibilité hypothalamique au glucose a alors été evaluée par le
biais de deux tests fonctionnels : la sécrétion d’insuline (commande vagale) et
I’effet satiétogene du glucose. Pour chacun des tests, la production mEAQOs

hypothalamiques a systématiquement été évaluée.
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Reésultats

. Fission mitochondriale lors d’une hyperglycémie

cérébrale

A.Adressage de DRP1 a la mitochondrie en réponse a une

hyperglycémie cérébrale

Le premier objectif de ce travail a été de déterminer si, lors de la détection cérébrale
d’une hyperglycémie, les mécanismes de la dynamique mitochondriale étaient mis en jeu dans
I’hypothalamus ventro-médian (VMH, qui comprend le noyau arqué). En effet, nous avons
montré au laboratoire que cette détection nécessitait une production de mEAOs et la littérature
fait état d’une relation de cause a effet entre ’hyperglycémie et la fission mitochondriale
induite par DRP1 (Yoon et al., 2011; Yu et al., 2006). Ainsi, en condition non stimulée, la
protéine DRP1 est majoritairement présente dans le cytosol de la cellule. La fission est induite
lorsque DRP1 est adressée a la membrane mitochondriale (Smirnova et al., 2001). Nous avons
donc étudié la localisation subcellulaire de DRP1 en réponse a une injection carotidienne vers
le cerveau de glucose (9mg/kg). Celle-ci ne modifie pas la glycémie périphérique, mais est
associée a une production de mEAOs et a une sécrétion d’insuline 1 min aprés ’injection de

glucose, temps auquel I’expression de DRP1 dans la fraction mitochondriale a été quantifiée.

Nous montrons qu’une injection carotidienne de glucose augmente significativement
le niveau d’expression de DRP1 a la mitochondrie (263% d’augmentation comparée au
groupe témoin NaCl 0.9%) dans le VMH (Figure 29), une minute aprés 1’injection. Aucune
modification du taux d’expression de DRP1 n’a été observée dans la fraction mitochondriale
du cortex et du thalamus, indiquant une régio-specificité de cet adressage. Pour s’assurer que
cet adressage n’était pas dii a un effet hyperosmotique, 1’injection d’un analogue non
métabolisable du glucose, le L-Glucose (a la méme dose) a été réalisé. Cette injection ne

provoque aucune augmentation d’expression de DRP1 a la mitochondrie (Figure 29). Ces
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résultats montrent qu’au niveau hypothalamique, DRP1 est rapidement adressée a la

mitochondrie en réponse a une hyperglycémie.

D-Glucose L-Glucose
NaCl 0.9% Img/kg 9mg/kg
DRP1 Mitochondrial | — 84 kDa
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Figure 29: Une hyperglycémie cérébrale transitoire provoque un adressage de
DRP1 a la mitochondrie dans le VMH.

Les westerns blots sont réalisés sur des fractions de mitochondries isolées de VMH
de rats ayant recu un bolus carotidien de NaCl 0.9% (n=8), D-Glucose (9mg/kg)
(n=8) ou L-Glucose (9mg/kg) (n=5). Les immunoblots sont quantifiés par analyse
densitométrique. Les valeurs représentent les moyennes + sem. L’analyse statistique
est realisée par une OneWay ANOVA, suivi d'un post test de Bonferroni (***
p<0.001).
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B. L’adressage de DRP1 est responsable d’une fragmentation

mitochondriale lors d’une hyperglycémie dans le VMH.

L’adressage de DRP1 a la mitochondrie représente un signal de fission
mitochondriale. Cependant, il fallait s’assurer que cela se traduisait effectivement par une
modification du réseau. Nous avons donc déterminé I’impact de cet adressage de DRP1 a la
mitochondrie sur la morphologie mitochondriale lors de cette hyperglycémie cérébrale dans le
VMH. Celle-ci a pu étre quantifiée sur coupes de cerveau au niveau du VMH par
immunohistochimie, révélant les mitochondries. La quantification de la morphologie est faite
par la mesure de la longueur des mitochondries ainsi que de leur nombre a 1’aide d’un
traitement d’image (Imagel). Ainsi, cette analyse ne nous a pas permis de mettre en évidence
de modification de ces paramétres (373.9£35.8 mitochondries par cellule pour le groupe NaCl
vs 421.2+12.6 pour le groupe D-Glucose, Figure 30). Ce résultat est confirmé par un
comptage des mitochondries par pm? au niveau du VVMH par microscopie électronique (0.500
+ 0.0638 mitochondries par um? pour le groupe NaCl vs 0.458 + 0.027 pour le groupe D-
Glucose).

L’adressage de DRP1 est donc induit par une hyperglycémie cérébrale transitoire
au niveau du VMH, celle-ci n’est toutefois pas associée a une modification
morphologique des mitochondries, ou de leur nombre dans le VMH. Ceci pourrait étre
due au fait que seuls les neurones sensibles a I’hyperglycémie sont affectés par des

modifications de la dynamique mitochondriale.
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Figure 30 : Immunohistochimie sur coupe au niveau du noyau arqué, représentative
du réseau mitochondrial apres injection carotidienne de glucose.

L’image de gauche représente I'état du réseau mitochondrial aprés injection
carotidienne de NaCl, les mitochondries, marquées par un cocktail d’anticorps ciblant
les 5 complexes de la CRM (OXPHOS) apparaissent en vert. L’'image de droite
représente le réseau mitochondrial suite a I'injection d’un bolus carotidien de glucose
(9mg/kg).

Implication de la fission des mitochondries dépendante

de DRP1 dans la detection hypothalamique du glucose

A. L’inhibition transitoire de DRP1 dans le VMH inhibe la

fission mitochondriale in vivo

Un adressage de DRP1 a la mitochondrie est donc induit dans le VMH lors d’une
hyperglycémie cérébrale transitoire, ce qui représente un signal de fission mitochondriale. Ces
événements se produisent 1 min apres 1’injection de glucose, temps auquel la production de
MEAOs au niveau hypothalamique a été mesurée. Cette production est indispensable a

I’activation nerveuse dans le noyau arqué qui déclenche finalement la réponse périphérique.

Afin de déterminer si la fission mitochondriale était nécessaire dans la détection
hypothalamique du glucose via la production de mEAOs, nous avons inhibé 1’expression de la

protéine DRP1, indispensable a la fragmentation, via I’injection de siRNA dirigés contre
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I’ARNm codant pour cette protéine. L’injection a été faite spécifiquement dans le NA

hypothalamique, ou la proportion de neurones gluco-excités est la plus importante.

L’expression de DRP1 suite a I’injection de siRNA a été mesurée par western blot sur
des lysats protéiques du VMH 24, 48, 72 et 96h aprés I’injection des siRNA. 24h apres
I’injection, I’expression de DRP1 ne differe pas significativement entre les groupes recevant
les sSIRNA DRP1 (groupe nommeé siDRP1, ayant recu la séquence ciblant DRP1 (siRNA, brin
sens : 5’-AACUCAGAGCAGUGGAAAGAG-UdTAT-3") et le groupe de rats témoins
(28.91£5.8% d’inhibition) (ces témoins sont nommeés siControl, ils recoivent une séquence
aléatoire, ne s’hybridant avec aucune séquence identifiée). Des 48h, nous avons pu observer
une diminution significative de ’expression protéique de DRP1 (-35.1+9.9%), puis cette
inhibition atteint son maximum a 72h avec 76.6+£2.5%. L’inhibition diminue ensuite, et on
observe une restauration partielle de 1’expression a 96h ou I’inhibition n’est plus que de

40.7+23.3% (Figure 31A).

L’efficacité maximale de cette stratégie est donc obtenue 72h apres ’injection des
siRNA. L’ensemble des études sur la détection du glucose hypothalamique et ses

conséquences a donc éte réaliseé a ce temps.

Finalement, nous nous sommes assurés que 1’injection des siRNA DRP1 dans le NA
ne diffusait pas au-dela du VMH, soit via le parenchyme, soit via le liquide céphalorachidien
du 3°™ ventricule. Aucune modification de I’expression de DRP1 n’est présente dans
d’autres régions cérébrales telles que le cortex, le thalamus, le tronc cérébral ou le LH (Figure
31B). Enfin, I’expression des autres protéines majeures de la dynamique mitochondriale a été
évaluée dans le VMH a 72h, et aucune modification n’a été notée que ce soit pour OPA1 et
Mfn2 (principales protéines de la fusion mitochondriale) ou Fisl (protéine de fission),

suggérant qu’aucun mécanisme de compensation n’était mis en place (Figure 31C).
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Figure 31 : L’injection de siRNA dirigés contre ’TARNm codant pour DRP1 permet
d’atteindre une inhibition maximale d’environ 80% 72h aprés [linjection,
spécifiguement dans le VMH, sans altération de I'expression des autres principaux
acteurs de fission/fusion mitochondriale.

A : les westerns blots a partir de lysats protéiques totaux du VMH sont réalisés a 24,
48, 72 et 96h apres l'injection des siRNA DRP1 ou siRNA Control, 100 pmoles de
siRNA sont injectés dans le NA de chaque c6té du 3°™ ventricule. Les siRNA sont
transduits via un complexe de lipides cationiques couplés au JetSi (Ozyme). Les
immunoblots sont quantifiés par analyse densitométrique. A chaque temps, les
groupes siDRP1 et siControl sont comparés a l'aide d’un t-test non apparié, n=6 a
chaque temps et pour chaque groupe, * p<0.05, **p<0.01.

B : Au temps ou l'inhibition maximale est mesurée (72h), 'expression de DRP1 a été

quantifiee par western blot (mesure de densitométrie) dans d’autres régions
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cérébrales : dire lesquelles. L’analyse statistique est réalisée a l'aide de t-test non

appariés pour chaque région. n=6 dans chaque groupe.

C : 72h aprés l'injection, les principaux acteurs de la dynamique mitochondriale ont
été quantifies par western blot. n=6 pour chaque protéine étudiée. L’analyse

statistique a été faite avec un t-test non apparié.

L’ensemble des données sont représentées par les moyennes = sem.

B. L’inhibition de DRP1 entraine une inhibition de la fission et

un allongement des mitochondries

L’impact de I’injection des SiRNA DRP1 sur la morphologie mitochondriale a été
mesuré en imagerie confocale 72h aprés 1’injection, le méme protocole de quantification a été
utilisé que celui décrit lors de ’hyperglycémie cérébrale. Ainsi, nous avons pu montrer que
I’inhibition de la protéine de fusion entrainait une diminution du nombre de mitochondries par

cellules (Figure 32).

Ces résultats sont en faveur d’une fusion augmentée des mitochondries chez les
animaux siDRP1. Un nouvel équilibre en faveur de la fusion s’est donc créé suite au

blocage des processus de fission.

siControl ¥ SiDRP1

Figure 32 : Immunohistochimie sur coupe au niveau du NA, représentative du réseau
mitochondrial aprés injection des siRNA DRP1 ou Control.

L’image de gauche représente I'état du réseau mitochondrial aprés injection de
siControl. L'image de droite représente le réseau mitochondrial suite a l'injection du
siDRP1.
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C. Effet de I’inhibition de la fission mitochondriales sur la prise

alimentaire et le poids corporel

Dans un premier temps, avant d’étudier la détection cérébrale du glucose, les
conséquences de I’injection et de I’inhibition de DRP1 dans le VMH sur des paramétres de
I’homéostasie énergétique ont été évaluées. La prise alimentaire ainsi que le poids corporel
ont été suivis avant (-48h) et aprés I’injection des siRNA. Nous avons pu ainsi suivre la
récupération des rats suite a I’injection intracérébrale. Les 2 groupes présentent une prise
alimentaire identique avant I’injection de siRNA (-48h: 0.076+£0.004g/g de poids corporel
pour les siDRP1 vs 0.082+0.003g/g pour les siControl, -24h: 0.080+0.003 g/g pour les
siControl vs 0.079+£0.003g/g pour les siDRP1, et a t0 (jour de I’injection) : 0.076+0.004g/g
pour les siDRP1 vs 0.082+0.003g/g pour les siControl). 24h apres I’injection des siRNA, une
diminution de la prise alimentaire est observée dans les 2 groupes (0.038+0.007g/g pour les
siControl et 0.051+£0.006g/g pour les siDRP1), conséquence de I’injection dans le parenchyme
cérébral. A 48h aprés injection, la prise alimentaire augmente progressivement mais reste
significativement plus faible que celle mesurée avant injection (0.046+£0.004g/g pour les
siControl et 0.059+0.005g/g pour les siDRP1). Finalement, a 72h, les animaux ont retrouvé
une prise alimentaire au moins équivalente a celle mesurée avant injection (0.068+0.003g/g
pour les siControl et 0.081+ 0.002g/g pour les siDRP1) et le groupe témoin siControl ne
présente plus de différence significative de PA comparée au temps avant injection (Figure
33A). 72h apres I’injection intracérébrale de siRNA, le comportement alimentaire est donc
restauré, montrant une récupération totale des rats, temps auquel 1’ensemble des expériences

ont été réalisées.

Toutefois, lorsque les rats siDRP1 sont comparés aux siControl aprés injection, nous
avons observé une prise alimentaire significativement plus élevée chez les rats sSiDRP1 a 24h,
48h et 72h apres I’injection de siRNA.

Ces résultats montrent donc une hyperphagie associée a ’inhibition de DRP1, qui

est indépendante de I’effet de I’injection.

Cependant, aucune modification du poids corporel n’a été mesurée au cours du temps,

les deux groupes préesentant des courbes de poids similaires (Figure 33B).
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L’hyperphagie observée chez les rats si DRP1 comparée aux rats siControl n’a
donc pas été suivie d’une prise de poids supérieure chez les rats siDRP1, ce qui suggére

une augmentation des dépenses énergétiques chez ces animaux
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Figure 33 : L’inhibition de DRP1 dans le VMH est associée a une hyperphagie sans
modification du poids corporel.

A : la prise alimentaire des rats a été mesurée de 48h avant l'injection des siRNA a
72h post injection. Les données sont représentées par les moyennes + sem.
L’analyse statistique est réalisée par une Two Way ANOVA suivi d’un post test de
Bonferroni, pour la prise alimentaire au cours du temps ainsi que la comparaison de
cette PA entre chaque groupe. n=17 pour chaque temps et chaque groupe (*p<0.05,
**p<0.01).

B : le suivi du poids a été fait au cours du temps de 48h précédent l'injection de
siRNA a 72h post-injection. Les données sont représentées par les moyennes + sem.
L’analyse statistique est réalisée par une Two Way ANOVA suivi d’un post test de
Bonferroni, pour I'évolution de la PA au cours du temps ainsi que la comparaison
entre chaque groupe. n=19 pour chaque temps et chaque groupe.

Le NA, site d’injection des SiRNA, est un noyau hypothalamique dans lequel sont
retrouvés deux populations majeures de neurones impliqués dans le contréle de la PA et des
dépenses énergétiques : les neurones NPY, orexigenes et inhibiteurs des dépenses et les
neurones POMC, anorexigenes et stimulateurs des dépenses. Nous avons donc quantifié par

RT-qPCR le niveau d’expression de leurs ARNm afin de déterminer si une variation de I’une
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ou l’autre de ces populations pouvait étre a I’origine de I’hyperphagie observée chez les rats
siDRP1, ceci en absence de prise de poids. Les figures 34 A et B montre qu’il n’existe

aucune modification d’expression de ces neuropeptides chez les animaux siDRP1.

Les taux d’ARNm des neuropeptides NPY et POMC ne sont pas modifiés chez les
rats siDRP1. Ces résultats n’excluent pas nécessairement le role de ces neuropeptides,
car ici seuls les taux des ARNm ont été quantifiés. Alternativement, ce sont peut-étre

d’autres neuropeptides impliqués dans I’équilibre énergétique qui ont pu étre modifiés.
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Figure 34 : Absence de modification de I'expression des ARNm des neuropeptides
NPY et POMC du VMH chez les animaux siDRP1.

L’expression des ARNm des neuropeptides NPY (A) et POMC (B) a été quantifiée
par RT-gPCR. Les données représentent des quantifications relatives rapportées a
'ARNmM de référence codant pour TARNr 18S. Les données sont représentées par
les moyennes = sem. n=6 pour le groupe siControl et n=7 pour le groupe siDRP1.
L’analyse statistique a été réalisée par un t-test non apparié.

Les rats siDRP1 ne montrent aucune augmentation du poids corporel comparativement
aux rats siControl, ceci malgré une hyperphagie. Ceci suggérerait que les dépenses
énergeétiques soient augmentées chez les animaux siDRP1. Afin d’avoir une indication sur ces

dépenses, nous avons mesuré les ARNm de la protéine découplante UCP1 dans le tissu
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adipeux brun interscapulaire (TABI). Cette protéine est impliquée dans les dépenses
énergétiques en activant la thermogéneése du tissu adipeux brun. Nous avons mis en évidence
une augmentation des taux d’ARNm d’UCP1 dans ce tissu chez les rats siDRP1
(Quantification relative (QR) en unité arbitraire (UA): 1.46+£0.09 pour les siDRP1 vs.

1.0+0.06 pour le groupe siControl) (Figure 35).

Une telle induction est observée lors d’une augmentation de la thermogénése, les
rats siDRP1 présentent donc trés probablement une activité thermogénique plus
importante, ce qui expliquerait le maintien de leur poids corporel comparable aux

témoins siControl, ceci malgré leur hyperphagie.
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Figure 35 : Augmentation d’expression de '’ARNm codant pour UCP1 dans le tissu
adipeux brun interscapulaire chez les rats siDRP1.

L’expression de 'ARNm UCP1 a été quantifiée par RT-gPCR. Les données
représentent les quantifications relatives rapportées a ’ARNm de référence codant
pour 'ARNr 18S. Les données sont représentées par des moyennes + sem. n=5
pour le groupe siControl et n=6 pour le groupe siDRP1. L’analyse statistique a été
réalisée par un t-test non apparié, **p<0.01.

Enfin, certains paramétres biochimiques liés a 1’homéostasie glucidique ont été

mesurés. Ces mesures montrent que ni la glycémie (6.36£0.12mM pour les siControl vs
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6.07£0.13mM pour les siDRP1) ni I’insulinémie (33.32+7.83mU/L pour les siControl vs
32.19+£7.22mU/L pour les siDRP1) ne sont pas affectées par I’inhibition de DRP1 dans le
VMH (Figure 36). Cependant, nous avons mesuré une diminution importante du contenu
hépatique en glycogéne (siDRP1 : 6.2+1.5ug glucose équivalent glycogéne (GEG)/mg foie vs

11.4+0.9ug GEG/mg foie chez les siControl) (Figure 37).

Cette diminution du contenu hépatique du glycogene est en faveur d’une

glycogénolyse augmentée, et suggére donc une production hépatique de glucose plus

importante.
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Figure 36 : Absence de modification de la glycémie et de l'insulinémie a 72hchez les
rats siDRP1.

A partir des préléevements sanguins, le dosage de la glycémie (A) et de l'insulinémie
(sur les plasmas, dosage ELISA) (B) sont réalisés. Les données sont représentées
par les moyennes = sem et analysées par des t-test non appariés. n=13 pour la
glycémie des siControl et n= 12 pour celle des siDRP1 ; n=17 pour chaque groupe
pour I'insulinémie.
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Figure 37 : Diminution du contenu hépatigue en glycogéne chez les rats siDRP1.

La quantité de glycogene contenue dans le foie a été mesurée par dosage du
glucose produit apres I'hydrolyse du glycogéne (via 'amyloglucosidase) contenu
dans les lysats de tissu hépatique. Les données sont représentées par les moyennes
+ sem et analysées par un t-test non apparié, n=11 pour les siControl et n=13 pour
les siDRP1. * p<0.05.

D.Conséquence de D’inhibition de la fission mitochondriale

dépendante de DRP1 sur la sensibilité du VMH au glucose

Pour comprendre le role de DRP1 dans le «glucose sensing » et la signalisation
mMEAOs au niveau du VMH, nous avons étudié les conséquences de son inhibition dans la
détection d’une augmentation cérébrale de la glycémie. Deux études ont été réalisees pour
cela. La premiére implique 1’axe hypothalamo-pancréatique et le contréle nerveux de la
sécrétion d’insuline. La seconde concerne la prise alimentaire et 1’effet satié¢togéne du glucose

sur les rats mis a jeun lors de la réalimentation.
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1. Inhibition de DRP1 et détection hypothalamique du glucose :

signalisation MEAOSs et sécrétion d’insuline

Dans un premier temps nous nous sommes intéressés a 1’axe hypothalamo-
pancréatique. Dans 1’équipe, il a été montré précédemment qu’une injection carotidienne de
glucose vers le cerveau (9mg/kg) induisait 1 min aprés 1’injection un pic de sécrétion
d’insuline en périphérie. Cette injection ne provoque aucune modification de glycémie, la
sécrétion observée est donc uniquement due a la détection cérébrale du glucose. Cette
détection cérébrale nécessite au niveau hypothalamique (VMH) une production de mEAOs
pour déclencher la réponse, en effet, ’activation neuronale enregistrée dans le NA et la

sécrétion d’insuline sont abolis en présence d’antioxydants.

Nous avons donc testé la sensibilité hypothalamique au glucose des rats siDRP1 en
utilisant ce test et dosé la production de mEAOs et d’insuline. La glycémie suite a I’injection
carotidienne reste constante dans les deux groupes (Figure 38A). La sécrétion d’un pic
d’insuline a 1 min est bien présente chez les rats siControl ayant recu un bolus de glucose
(delta insulinémie de 103.2+20.4mU/L en réponse au glucose) (Figure 38B) et est associée a
une production de mEAOs dans le VMH (17033+3540 UA aprés injection de NacCl,
37797+6211UA apres injection de glucose, soit + 220%) (Figure 38C), cette production est
absente dans les autres régions cérébrales testées (a priori non sensibles au glucose),
confirmant les résultats précédents du laboratoire sur la production régio-spécifique des
mEAOs lors de I’injection du bolus de glucose (Figure 38D et E). La détection cérébrale du

glucose lors de ce test n’est donc pas altérée chez les animaux siControl.

En revanche, les rats chez lesquels la protéine DRP1 a été inhibée, le pic d’insuline est
fortement diminué en réponse au glucose (delta insulinémie a 1 min de 37.8+7.2mU/L, soit
une diminution de presque un facteur 3 comparée aux rats siControl). De plus, aucune
production de mEAOs n’est observée dans le VMH des rats siDRP1 (13139+1469UA apres
injection de NaCl vs 18156+1947UA apres I’injection de glucose, a Imin). Ce résultat
démontre le rble de la protéine de fission DRP1 dans la production de mEAOs

hypothalamique lors de la détection du glucose (Figure 38).

La protéine de fission DRP1, adressée a la mitochondrie lors de ce test (induisant
la fragmentation des mitochondries), apparait donc nécessaire a la production de
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MEAOs hypothalamique (VMH), cette production étant elle-méme indispensable a la
sécrétion d’insuline.

A B

Glycémie
" ::_ z;gg';"f' Insulinémie
g - 1501 N |
e = : o oy
L B -3 3 o
8 ) 2
g £
G g 504 [xxx
3 .
i it .
0 1 3 5 10 % - X : ?'0
Temps (min) o Ll Temps (min)
C Hypothalamus
° 50000~ ",
2w
2 2 40000 T
w
(0]
S & _ 30000 e
225 o
8 g ~ e
TE 200004 —T-  paeE
F ——
23 10000 e
g "
QT
o
£ . | 'I-W ,
& % o O
%’O xO %'b' K
X \ < '\’
&o\ (\0 Q'» Qg
R\ S < & $
é\o 2 2
Cortex Thalamus
g 50000 9 50000
c ¥ g,
82 400004 82 40000
gu +
S & _ 300001 S 3 _ 30000
= .:: <DE E 2 g
< = 20000 3 Q= 200001
20 T - T 23 o
@ D -.I.I-I.I.I = D I
% & 100004 g & 10000
ST ig
) o
= 0 T = I= . ' | '
N (<) N o N i T ’
%’00 \XO\ e’zs’ \,XO\ éfoo \X@\ é'Zrc, g &
: i g X QO X
6\\0 od\\ Qg'\' AOQ"Q 6\'\0 06\\ Qg,» OQQ
. < | \
,\00 é\O 6\0 & \Oo G}O 6\0 )
) )

Figure 38 : Diminution de la sensibilité au glucose du VMH associée a une inhibition
de la production de mEAOs lors de I'hyperglycémie.
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A : Absence de variation de glycémie lors du test. Les résultats sont exprimés en mM
a chaque temps suivant I'injection de Glucose (9mg/kg) et présentés sous forme de
moyenne = sem. Aucune différence significative n’est mise en évidence par 'analyse
statistiqgue (Two way ANOVA suivie d’un post test de Bonferroni). n=6 pour chaque
groupe.

B : Sécrétion d’insuline en réponse a l'injection carotidienne de glucose (9mg/kg).
Les résultats sont exprimés en delta d’insulinémie par rapport au temps t0 avant
injection. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + sem. Les
différences significatives résultent de I'analyse statistique par une Two way ANOVA
suivi d’'un post test de Bonferroni. n=7 pour chaque groupe, *** p<0.001.

C : inhibition de la production d’EAOs dans le VMH des rats siDRP1 en réponse a
l'injection de 9mg/kg de glucose. Le taux d’EAOs est mesuré dans le VMH en
réponse a l'injection de NaCl ou du glucose chez les rats siControl ou siDRP1 a
l'aide de la sonde H2DCFDA (dichlorofluorescéine diacétate), une minute aprés
l'injection. L’étude statistique est menée avec une One way ANOVA suivie du post
test de Bonferroni. n=5 pour les siControl+NaCl, n=4 pour les siControl+glucose, n=6
pour les sSiDRP1+NaCl, n=4 pour les siDRP1+glucose. ** p<0.01.

D et E : aucune variation de la production d’EAOs dans le Cortex ou le Thalamus
suite a linjection de NaCl ou de Glucose. Les données sont exprimées par les
moyennes + SEM. L’étude statistique est menée avec une One way ANOVA suivi du
post test de Bonferroni, n=5 pour les siControl+NaCl, n=6 pour les siControl+glucose,
n=6 pour les siDRP1+NacCl, n=6 pour les siDRP1+glucose.

Afin de s’assurer que le défaut de sécrétion d’insuline en réponse a la détection
cerébrale n’¢tait pas di & un défaut de la fonction pancréatique intrinseque des animaux
siDRP1 (a 72h), nous avons étudié la fonction pancréatique de ces animaux in vitro sur Tlots
fraichement isolés. La sécrétion d’insuline a ét€¢ mesurée en réponse au glucose et aucune
différence de sécrétion n’a été observée entre les deux groupes, que ce soit en termes de
sécretion basale (5.5 mM glucose) ou stimulée (16.7 mM glucose) (5.5mM glucose :
4.5620.47ng/ml/10 ilots chez les siControl, siDRP1: 4.93+0.49ng/ml/10 Tlots et en condition
stimulante (16.7 mM) : 6.67+0.17ng/ml/10 Tlots pour les siControl vs 7.15+0.22ng/ml/10
Tlots pour les siDRP1) (Figure 39).

Ces résultats montrent que la sensibilité pancréatique directe au glucose n’est pas
altérée chez les animaux présentant une inhibition d’expression de DRP1 au niveau du
VMH.
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Figure 39 : Aucune modification de la sensibilité au glucose des flots pancréatiques
des animaux siDRP1.

In vitro, la libération d’insuline d’flots pancréatiques isolés de rats siControl et SIDRP1
a été mesurée en condition basale de glucose (5.5mM) ou d’hyperglycémie
(16.7mM). Les données sont représentées par les moyennes + sem. n=12 dans
chaque groupe; I'analyse statistique a été faite par une One way ANOVA suivi du
post test de Bonferroni, ** p < 0.01, *** p<0.001.

L’injection carotidienne de glucose vers le cerveau stimule les aires hypothalamiques
puis finalement déclenche ’activation du rameau pancréatique du nerf vague qui innerve,
entre autres, les cellules B du pancréas. Cette activation est responsable du pic d’insuline
observé. Cette réponse est due a la libération d’acétylcholine par les terminaisons nerveuses,
qui se fixe sur les récepteurs muscariniques (type M3) et elle est inhibée par 1’atropine,
antagoniste de ces récepteurs (Atef et al., 1995; Guillod-Maximin et al., 2004; Jansson and
Hellerstrom, 1986; Niijima et al., 1988). Afin de déterminer si une modification du tonus
parasympathique existait sur les Tlots suite a 1’inhibition hypothalamique de DRPI, nous
avons mesuré la réponse d’ilots pancréatiques isolés a 1’acétyl-methylcholine bromide, un
agoniste des récepteurs muscariniques cholinergiques. En effet, il est decrit que la
modification du tonus du systéme nerveux autonome modifie la réponse des récepteurs dont
I’affinité pour le ligand et/ou le nombre de récepteurs est alors augmenté ou diminué selon

que le tonus diminue ou augmente, respectivement (Cruciani-Guglielmacci et al., 2005; Leon-
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Quinto T, 1998). Les résultats montrent une sécrétion d’insuline qui est significativement
augmentée en réponse a cet agoniste dans les Tlots isolés des rats siDRP1 comparés a la
sécrétion de ceux issus de rats siControl (siControls:3.84+0.10ng/ml/10 fTlots vs
4.54+0.21ng/ml/10 Tlots chez les siDRP1) (Figure 40).

Ce résultat montre une augmentation de la réponse aux agonistes des récepteurs
cholinergiques muscariniques chez les rats siDRP1, qui pourrait donc étre la conséquence

adaptative d’une diminution du tonus parasympathique exercée sur les cellules B.
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Figure 40 : Augmentation de la libération d’insuline en réponse a la stimulation par
I'acétylcholine dans les ilots des rats siDRP1. Les filots pancréatiques de rats
siControl ou siDRP1 sont stimulés in vitro, par l'acetyl-methylcholine bromide
(agoniste des récepteurs cholinergiques). Les données sont représentées par les
moyennes + sem. L’analyse statistique est faite par un t-test non apparié, n=12 pour
les siControl et n=12 pour les siDRP1. * * p<0.01.

2. Inhibition de DRP1, détection hypothalamique du glucose :

signalisation mEAO:s et signal satiétogene

Nous avons observé une hyperphagie suite a I’inhibition de la fission mitochondriale
induite par I’injection de siRNA dirigés contre DRP1 dans le NA. Nous avons donc émis

I’hypothése que le défaut de sensibilité hypothalamique au glucose pouvait étre impliqué dans
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cette hyperphagie. Dans un premier temps, nous avons mis au point un test de réalimentation
qui permette d’apprécier I’effet satiétogéne du glucose. Ce test consiste en 1’injection de
glucose dans le NA de rats a jeun depuis 18h, chez lesquels la prise alimentaire est mesurée
pendant les 4h suivant I’injection de glucose. Dans ces conditions, on observe une inhibition
de ce parameétre chez les rats recevant du glucose dans le NA, avec un plateau atteint des 2h
de réalimentation (Figure 41), alors que les animaux témoins, qui recoivent une injection de
NaCl dans le NA, présentent une PA continue durant les 4h du test (groupe NaCl :
0.028+0.002g/g de poids corporel et groupe glucose : 0.017+0.002g/g de poids corporel)
(Figure 41). Ces résultats indiquent que les rats ayant eu une injection de glucose dans le NA

atteignent un rassasiement plus rapidement que les animaux ayant recu du NaCl.

Ces résultats montrent le réle satiétogéne du glucose di a sa détection dans le NA.
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Figure 41 : Inhibition de la prise alimentaire par I'injection de glucose dans le NA lors
d’un test de réalimentation.

Des rats placés a jeun durant 18h sont remis en présence de croquettes et leur prise
alimentaire est mesurée durant 4h suite a une injection dans le NA de 1pl de NacCl
0.9% ou de Glucose 0.12M. Les données sont représentées par les moyennes *
sem. L’analyse statistique est effectuée par une Two Way ANOVA suivi d’un post
test de Bonferroni. N=10 dans chaque groupe, ** p<0.01.

Ce test de réalimentation a alors été réalisé chez les rats siControl et sSiDRP1. Le méme
effet satiétogéne du glucose est retrouvé chez les rats siControl injecté avec du glucose

comparé aux animaux siControl recevant du NaCl (0.026+0.002g/g de poids corporel). En
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revanche, chez les animaux siDRP1, la diminution de la PA en réponse a I’injection de
glucose et n’est plus présente comparée aux groupes siControl recevant le glucose ou siDRP1
recevant du NaCl (siControl+glucose : 0.013+0.002g/g de poids corporel; siDRP1+glucose :
0.024+0.002g/g de poids corporel; siControl+NaCl : 0.026+0.002g/g de poids corporel;
siDRP1+NaCl : 0.023+0.001g/g de poids corporel) (Figure 42).

Ces résultats mettent donc en évidence que le signal de satiété induit par le
glucose injecté dans le NA n’est plus transduit lorsque la fission médiée par DRP1 est

inhibée.

-o— siControl+NaCl
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-®- siDRP1+NaCl
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Figure 42 : Perte de l'inhibition de la prise alimentaire lors d’'un test de réalimentation
en réponse a une injection de Glucose dans le NA chez les rats siDRP1.

Les rats siControl ou siDRP1 placés a jeun durant 18h sont remis en présence de
croquettes et leur prise alimentaire est mesurée durant 4h suite a une injection dans
le NA de 1ul de NaCl 0.9% ou de Glucose 0.12M. Les données sont représentées
par les moyennes + sem. L’analyse statistique est effectuée par une Two Way
ANOVA suivi d’un post test de Bonferroni. N=14 dans chaque groupe, *** p<0.001.

Lors de la détection hypothalamique du glucose, une production de mEAOs dans le
VMH est observée et nous avons vu que celle-ci est nécessaire a la signalisation responsable
de la sécrétion d’insuline. De la méme fagon, nous avons mesuré la production de mEAOSs du
VMH 1min aprés ’injection de glucose dans le NA au cours du test de réalimentation. Dans
ce cas, on observe une forte augmentation du taux d’EAOs chez les animaux siControl 1 min
aprés avoir recu du glucose comparée a la production basale des animaux siControl injectés
par du NaCl (siControl+NaCl : 1362+117 UAvs 3800+864 UA chez les rats

siControl+glucose). Chez les animaux siDRP1, la production basale de mEAOs est identique
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a celle des siControl pour I’injection de NaCl (1234+204UA pour les siDRP1+NaCl), par
contre, les rats siDRP1 recevant du glucose ne présentent plus d’augmentation des mEAQOs
(1291+119 UA), ce taux étant identique a celui mesuré chez les animaux injectés par du NaCl
(siControl ou siDRP1) (Figure 43).

Ainsi, les animaux siDRP1 ne produisent plus de mEAOSs en réponse au glucose,
entrainant une perte de ’effet satiétogéne du glucose. Ces résultats confirment ceux
obtenus lors de la sécrétion d’insuline par une seconde approche fonctionnelle. Plus
généralement, cela confirme que la détection d’une élévation de la concentration en
glucose au niveau hypothalamique nécessite une signalisation redox et que celle-ci

dépend en amont de la fission induite par le glucose.
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Figure 43 : Inhibition de la production d’EAOs lors de l'injection cérébrale de glucose
au cours du test de réalimentation.

Inhibition de la production d’EAOs dans le VMH des rats siDRP1 en réponse a
l'injection de 9mg/kg de glucose. Le taux d’EAOs est mesuré dans le VMH en
réponse a l'injection de NaCl ou de glucose chez les rats siControl ou siDRP1. Le
taux d’EAOs est mesuré une minute apreés l'injection intra-cérébrale par oxydation de
la sonde H2DCFDA (Dichlorofluorescéine diacétate). L’étude statistique est menée
par une One way ANOVA suivi du post test de Bonferroni, n=6 pour chaque groupe.
** p<0.01.
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3. Inhibition de la fission dépendante de DRP1 dans le VMH et activité
de la CRM

L’altération de la dynamique mitochondriale modifie I’activité de la CRM. Comme la
CRM est le principal site de production d’EAOs en réponse au glucose, nous avons étudié
I’activité de la CRM dans le VMH de rats ou la protéine de fission DRP1 était inhibée. Cette
¢tude a été réalisée grace a la technique d’oxygraphie qui permet d’évaluer la respiration
mitochondriale en mesurant la consommation d’O2 en réponse a différents stimuli sur les

tissus de VMH perméabilisés (Benani et al., 2009).

Ces expériences montrent une consommation basale d’O; qui n’est pas modifiée chez
les siDRP1 comparés aux siControl. L’activité non stimulée de la CRM n’est donc pas altérée
par ’inhibition de DRP1, ceci pouvant expliquer 1I’absence de phénotype marqué en 1’absence

de stimulation au cours des résultats précédemment mentionnés (Figure 44).
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Figure 44 : Aucune modification de la consommation basale d’O, dans le VMH entre
les rats siControl et siDRP1. Le VMH des rats est prélevé et perméabilisée puis placé
dans une chambre d’oxygraphie dans un milieu permettant de mesurer la
consommation d’oxygéne. Par la suite, sont ajoutés succesivement du glutamate
(10mM) ; dose saturante d’adénosine diphosphate (ADP, 1mM) pour atteindre I'état 3
de la respiration; le Carboxy-Artractylate (CAtr, 0.5uM) pour inhiber le complexe V et
pour atteindre I'état 4 de la respiration. Sur un autre lot d’hypothalami, la respiration
maximale est induite par une dose de CCCP de 0.4uM. Les données sont
représentées par les moyennes + sem. L’analyse statistique est faite par un t-test
non apparié, n=8 pour les siControl et n=6 pour les siDRP1.
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Nous avons ensuite alimenté la CRM au niveau du complexe | par une injection de
glutamate (concentration saturante de 20 mM). Ces expériences montrent une diminution de
la stimulation de la respiration induite par le glutamate chez le rat siDRP1 (148.0+5.9%
d’augmentation de la consommation d’oxygene chez les siControl vs 126.3+2.6% chez les
siDRP1). Cette diminution de la respiration révele une diminution de la capacité du glutamate
a stimuler la CRM chez les animaux siDRP1, suggérant qu’un changement de morphologie

est nécessaire pour activer pleinement la respiration (Figure 45).
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Figure 45 : Diminution de la stimulation de la consommation d’O, dans le VMH chez
les rats siDRP1 apres stimulation par du glutamate.

Une injection de glutamate (10mM) est faite dans la chambre d’oxygraphie pour
stimuler l'activité du complexe |, ce qui entraine une augmentation de la
consommation d’O,, celle-ci est cependant moins augmentée dans le VMH des rats
siDRP1. Les données sont représentées par les moyennes + sem rapportées en %
de la consommation moyenne basale. L’analyse statistique est faite par un t-test non
apparié, n=8 pour les siControl et n=6 pour les siDRP1. ** p<0.01.

L’état 3, qui représente la respiration stimulée par le glutamate couplée a la fonction de
phosphorylation optimale du complexe V, est obtenu en injectant une dose saturante d’ADP.
La consommation d’O, apres cette injection reste significativement diminuée chez les rats
siDRP1 par rapport aux siControl (siControl : 283.83+20.49% d’augmentation par rapport a la
consommation basale vs 209.45+24.22% d’augmentation chez les SIDRP1) (Figure 46).
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Figure 46 : Diminution de la stimulation de la consommation d’O, dans le VMH chez
les rats siDRP1 aprés stimulation par 'ADP.

Une injection d’'une concentration saturante en ADP (1mM) permet d’atteindre I'état 3
de la respiration en stimulant I'activité du Complexe V, ce qui permet d’atteindre la
respiration couplée maximale. Les données sont représentées par les moyennes *
sem. L’analyse statistique est faite par un t-test non apparié, n=8 pour les siControl
et n=6 pour les siDRP1. ** p<0.01.

Finalement, le Carboxyatractyloside (CAtr), inhibiteur indirect du complexe V
(inhibition de la translocation de I’ADP/ATP a la membrane mitochondriale) a été utilisé pour
obtenir I’état 4 qui correspond a la respiration indépendamment de la phosphorylation
oxydative puisque le complexe V est bloqué. La consommation d’O, dans ces conditions est
identique dans les deux groupes apreés stimulation par la CAtr (siControl : 194.11+11.14% de
la consommation basale ; siDRP1:177.83£11.9%) (Figure 47A). Ceci traduit une diminution
de la consommation d’O, plus faible chez les siDRP1 compare aux siControl (inhibition de -
89.72+14.15% chez les siControl vs -31.62+14.26% chez les siDRP1) (Figure 47B). Ceci
suggére que la respiration en elle-méme ne soit pas affectée mais que c’est le couplage entre

la respiration et le complexe V qui soit touchee.
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Figure 47 : La respiration indépendante du couplage n’est pas modifiée chez les rats
siDRP1.

A : Mesure de la consommation d’oxygéne par rapport a la consommation basale
suite a I'ajout de CAtr (0.5uM). Les données sont représentées par les moyennes *
sem. L’analyse statistique est faite par un t-test non apparié, n=8 pour les siControl
et n=6 pour les siDRP1.

B : Mesure de linhibition de la consommation d’oxygéne induite par la CAtr. Les
données sont représentées par les moyennes + sem. L’analyse statistique est faite
par un t-test non apparié, n=8 pour les siControl et n=6 pour les siDRP1. * p<0.05.

Le ratio de I’état 3/étatd nous permet de calculer le quotient respiratoire, celui-Ci est
significativement diminue chez les rats siDRP1 (siControl : 1.46+0.07 UA, siDRP1:1.16+0.07

UA), indiquant une diminution du couplage respiratoire (Figure 48).
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Figure 48 : Diminution du quotient respiratoire chez les rats siDRP1.

Ce quotient est défini comme le rapport état 3 (ADP)/état 4 (CAtr). Les données sont
représentées par les moyennes + sem. L’analyse statistique est faite par un t-test
non apparié, n=8 pour les siControl et n=6 pour les siDRP1.* p<0.05.

La mesure de la respiration sous CCCP, un découplant pharmacologique, permet de
révéler la capacité respiratoire maximale de la CRM. Celle-ci n’est pas modifié dans le VMH
de rats inhibés pour DRP1 (siControl : +239.79+£15.75% de la consommation basale vs
+225.71+31.49% chez les siDRP1) (Figure 49). Les capacités respiratoires maximales des
deux groupes sont donc identiques, ce qui confirme que la respiration ne semble pas altérée

entre les deux groupes.

132



CCCP
300~

2001

1004

Flux/masse d'02
(% par rapport a la consommation basale)

Figure 49 : Aucune modification de la respiration maximale dans le VMH entre les
rats siControl et SIDRP1.

La respiration maximale est induite par une dose de CCCP de 0.4uM. Les données
sont représentées par les moyennes £ sem. L’analyse statistique est faite par un t-
test non apparié, n=8 pour les siControl et n=6 pour les siDRP1.

Enfin, nous avons évalué les taux d’ARNm de la protéine découplante UCP2 qui est la
protéine découplante majoritaire dans I’hypothalamus de rongeurs et serait responsable d’un
« mild uncoupling » (Richard et al., 1999). Le résultat indique qu’il n’y a aucune différence

de I’expression de ce taux entre les deux groupes (Figure 50).

133



ARNm UCP2

2.01
S
2 15-
(D)
AN
% 10- '
D
£
Z 0.5
<
0.0 .
3 N
(S)
S
< >

Figure 50 : Pas de modification de I'expression des ARNm d’'UCP2 dans le VMH des
rats siDRP1.

L’expression des ARNm d'UCP2 a été quantifiee par RT-gPCR. Les données
représentent les quantifications relatives rapportées a ’ARNm de référence codant
pour 'ARNr 18S. Les données sont représentées par les moyennes + sem. N=8 pour
le groupe siControl et n=6 pour le groupe siDRP1. L’analyse statistique a été réalisée
par un t-test non apparié.

L’ensemble des résultats obtenus en oxygraphie indique donc que les rats siDRP1
présentent une diminution globale de la capacité respiratoire mitochondriale dans le
VMH, et que cette diminution semble due a une diminution du couplage de la CRM

lorsque la fission est inhibée.
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Discussion

Au cours des derni¢res années, I’équipe a mis en ¢évidence que la détection
hypothalamique du glucose mettait en jeu une production de mEAQOs nécessaire a 1’activation
électrique du NA, puis aux réponses physiologiques associées (Leloup et al., 2006). Ce travail
suggere qu’il existe une signalisation redox lors de la détection hypothalamique du glucose,
bien que pour le moment les cibles de ces MEAOs ne soient pas encore identifiees. Cette
signalisation est retrouvée également dans la cellule p (Leloup et al., 2011; Leloup et al.,
2009; Pi et al., 2007; Pi et al., 2010), ou la detection du glucose est primordiale a la sécrétion
d’insuline et ou le role clef du métabolisme oxydatif mitochondrial est identifié¢ depuis
longtemps (Wollheim and Maechler, 2002). Au niveau hypothalamique, nous avons
également montré que cette signalisation était perturbée dans le modele de rats Zlicker obése
et insulino-résistant, mettant ainsi en avant I’importance d’une production de mEAOs qui soit
parfaitement gérée (Colombani et al., 2009). L’ensemble de ces travaux montre qu’en réponse
au stimulus glucose, il existe une capacité rapide et transitoire pour déclencher un signal
redox par la mitochondrie. Cependant, les mécanismes permettant cette adaptation rapide de

la production de mEAOSs sont encore mal connus.

Au cours de ce travail, je me suis intéressé a la dynamique mitochondriale. En effet,
des travaux antérieurs menes in vitro suggéraient que les modifications d’équilibre de cette
composante étaient impliquées en amont de la production de mEAOs en réponse aux
substrats, en particulier lors de 1’hyperglycémie (Men et al., 2009; Molina et al., 2009;
Paltauf-Doburzynska et al., 2004; Yoon et al., 2011; Yu et al., 2006; Yu et al., 2008). De plus,
dans les pathologies métaboliques telles que 1’obésité et le diabete, 1’expression des acteurs de
la dynamique mitochondriale est modifiee au niveau musculaire par exemple (Bach et al.,
2005; Bach et al., 2003), bien qu’aucune relation de cause a effet n’ait été étudiée. Les
données bibliographiques montrent que la dynamique mitochondriale intervient dans la
régulation de la bioénergétique mitochondriale, 1’activité de 1a CRM, ainsi que la production
de mEAOs. Ces données nous ont orientés vers I’hypotheése que le controle continu de la
plasticit¢ morphologique des mitochondries pouvait étre impliqué dans la signalisation

mEAOs lors de la détection hypothalamique du glucose.
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Ce travail nous a permis de mettre en évidence, pour la premiére fois in vivo, le réle de
la dynamique mitochondriale, et en particulier de la fission mitochondriale dépendante de
DRP1, lors du « glucose sensing » hypothalamique. Nous avons montré qu’elle représente un
processus nécessaire a la production de mEAOs lors de la détection d’une augmentation de la
glycémie. Ce travail permet de mettre en évidence une implication forte de la dynamique
mitochondriale dans les mécanismes de contrdle de 1’homéostasie énergétique. Ainsi, nous

montrons au cours de ce travail :

e (que la fission mitochondriale dépendante de DRP1 est déclenchée par une

hyperglycémie cérébrale.

e que I'inhibition de I’expression de DRP1 dans le VMH empéche la mise en
place d’une signalisation par les mEAOs en réponse a I’hyperglycémie
cérébrale, conduisant a une perte de I’effet satiétogéne du glucose et de la

sécrétion d’insuline.

e (ue cette inhibition de fission via DRP1 modifie la respiration mitochondriale

et notamment le couplage a la phosphorylation oxydative.

e Enfin, plus généralement, un remaniement de 1’équilibre énergétique de ces
animaux transitoirement inhibés pour DRP1 au niveau du VMH, puisque leur
prise alimentaire est augmentée comparée aux animaux contrdles, sans

modification de la prise de poids.

Chez les Mammiferes, les mécanismes de fission mitochondriale dépendent
essentiellement de deux protéines. La protéine DRP1, majoritairement cytoplasmique et qui
peut étre adressée a la membrane mitochondriale ou elle se lie a une deuxiéme protéine, Fisl,
au niveau de sites spécifiques d’induction de fission (Pitts et al., 1999; Smirnova et al., 2001).
Les protéines DRPI, ainsi relocalisées a la surface des mitochondries, s’oligomérisent et
forment alors une spirale autour de la mitochondrie, puis via I’hydrolyse du GTP, cette spirale
se contracte et entraine la division des mitochondries. L’adressage de DRP1 a la mitochondrie
se fait dans diverses conditions (stress oxydant, NO, hypoxie...) mais les mécanismes
moléculaires permettant cette relocalisation subcellulaire de DRP1en fonction de certains

stimuli sont encore mal connus (Uo et al., 2009).

Au cours de ce travail, nous avons pu observer pour la premiere fois, un adressage

rapide de DRP1 du cytosol a la mitochondrie, dés 1min in vivo, en réponse au glucose. La
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capacité du glucose a induire un adressage de DRP1 aux mitochondries, puis leur
fragmentation, est en accord avec de précédents travaux montrant une fragmentation du
réseau mitochondrial dans des conditions d’hyperglycémie sur des cultures de myoblastes et
d’hépatocytes en culture (Yu et al., 2006). Ces études montraient également que ces processus
étaient dépendants de la protéine de fission DRP1 puisque sa délétion ou 1’utilisation d’un
dominant négatif de DRP1 (DLP1-K38A), empéchait la fragmentation induite en condition
d’hyperglycémie (Men et al., 2009; Uo et al., 2009; Yu et al., 2006). Ici, I’adressage a été
mesuré en réponse au glucose. Les travaux de Yu et coll. ont montré que 1’utilisation d’un
analogue non métabolisable du glucose, et non transporté dans la cellule ne provoquait ni la
fragmentation mitochondriale, ni la production de mEAOs. En revanche, 1’utilisation d’un
bloqueur du transport du pyruvate (produit de la glycolyse) dans la mitochondrie empéche la
production de mMEAOs, mais une fragmentation des mitochondries est toujours présente (Yu et
al., 2006). Ces résultats suggerent que 1’adressage pourrait étre d a un signal métabolique
issu de la glycolyse qui agirait directement sur DRP1 ou bien & un contrdle indirect par des
protéines interagissant avec DRP1 (MARCHYV, ’ubiquitine ligase E3, phosphorylation par
des kinases...). DRP1 serait alors la cible de signaux qui bloguerait ou permettrait son
adressage a la mitochondrie. (Braschi et al., 2009; Chang and Blackstone, 2007; Cho et al.,
2009; Cribbs and Strack, 2007; Han et al., 2008; Harder et al., 2004; Nakamura et al., 2006;
Wasiak et al., 2007; Yonashiro et al., 2006; Zunino et al., 2007).

Cet adressage de DRP1 déclenche la fission et induit une fragmentation du réseau
mitochondrial. Dans ce cas les mitochondries apparaissent plus courtes et sont transitoirement
plus nombreuses. Cet adressage en réponse au glucose dans 1’hypothalamus se produit tres
rapidement (1 min), et cette cinétique est concordante avec le temps auquel une production de
MEAOs est mesurée, ainsi que le déclenchement des réponses physiologiques. Cette
fragmentation rapide est en accord avec d’autres études montrant une capacité des
mitochondries a se diviser rapidement. En effet, le mode d’action de DRP1 (adressage)
semble permettre une réponse rapide aux stimuli inducteurs de fission, comme cela a été
observé lors de la mitose ou d’autres signaux inducteurs de fission (James et al., 2003;
Karbowski et al., 2004; Molina et al., 2009; Okamoto and Shaw, 2005; Suzuki et al., 2003;
Westermann, 2002).

137



Afin de déterminer si cette fission était nécessaire a la production des mEAOSs lors de
la détection hypothalamique du glucose, nous avons choisi de bloquer la fission
mitochondriale dépendante de DRP1. L’injection d’une séquence siRNA dirigée contre DRP1
a permis d’inhiber transitoirement son expression. Le NA a ¢été la cible de I’injection, car ce
noyau hypothalamique est identifié comme étant le premier a percevoir les variations de
glycémie et contient une forte concentration de neurones sensibles au glucose (Blouet and
Schwartz, 2010; Ciofi et al., 2009; Penicaud et al., 2006). Cette stratégie nous a permis de
réduire ’expression protéique de DRP1 d’environ 80% trois jours apres I’injection, temps
auquel I’efficacit¢ maximale de I’inhibition est atteinte. A ce temps, aucune compensation
dans I’expression des autres acteurs de la dynamique mitochondriale n’a été mise en place

(OPA1 et Mfn2 pour la fusion, et Fis 1 pour la fission).

L’altération de I’expression d’une des protéines de la dynamique modifie la
morphologie mitochondriale. Ainsi, lors d’une diminution d’expression des protéines de
fission, on observe une élongation du réseau mitochondrial (Coppola A, 2007; Molina et al.,
2009; Pitts et al., 1999; Smirnova et al., 2001). Au cours de notre étude, I’inhibition in vivo de
DRP1 entraine effectivement une élongation du réseau mitochondrial, associé a un nombre
diminué de mitochondries, confirmant la création d’un déséquilibre en faveur de la fusion

dans le VMH. .

Nos résultats indiquent que la fission mitochondriale précéde la production de mEAOs
induite par la détection hypothalamique de I’hyperglycémie. En effet, I’inhibition de la
protéine DRP1 dans le VMH bloque les réponses déclenchées par I’hyperglycémie cérébrale.
Ainsi, on n’observe plus de production de mEAOs (et les réponses physiologiques associées).
La fission mitochondriale dépendante de DRP1 est donc nécessaire a la mise en place d’une

signalisation par les mEAOQOs in vivo dans notre modele de détection du glucose.

Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence une hyperphagie chez les rats
inhibés pour DRP1 dans le VMH. Cette hyperphagie n’est pas corrélée a une modification
des taux des ARNm des neuropeptides NPY et POMC, principaux neuropeptides orexigéne
et anorexigene du NA, respectivement. Cependant, il reste possible que la libération de 1’'un
et/ou D’autre soit modifiée, en effet, il a déja été montré que I’absence de modification des
taux de messagers de ces neuropeptides pouvait exister alors que leur libération était modifiée

(Coppola A, 2007; Tung et al., 2010). Enfin, nous ne pouvons pas exclure que d’autres
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populations peptidergiques soient impliquées (neurones a orexines A et B ou neurones

MCH), ce que nous n’avons pas exploré dans cette étude.

Cette hyperphagie n’est pas suivi d’une prise de poids, ce qui traduit une augmentation
des dépenses énergétiques. Nous avons alors évalu¢ le taux d’ARNm d’UCP1 dans le tissu
adipeux brun interscapulaire (TABi), marqueur de ’activité thermogénique de ce tissu, et
indirectement, des dépenses énergétiques (nous ne disposions pas de cages métaboliques).
Une augmentation des ARNm d’UCP1 est classiquement retrouvée lors d’expériences
d’exposition au froid, ou encore au régime gras, induisant une forte thermogénése (Bartness et
al., 2010; Cannon and Nedergaard, 2004; Collins et al., 2010; Himms-Hagen et al., 1990; Li
et al., 2004a; Nedergaard et al., 2001; Nicholls and Rial, 1999; Puigserver et al., 1998).
L’induction de la thermogénése dans le TAB implique I’activation du systéme nerveux
sympathique (SNS) et suggere que ce puisse étre le cas chez les animaux inhibés pour DRP1.
De plus, une diminution du contenu en glycogéne hépatique est également observée dans
notre mod¢le. Ce résultat, en accord avec d’autres études, est corrélé a une stimulation du
SNAS lorsque les dépenses énergétiques sont augmentées (Robertson et al., 2008; Scheurink
et al., 1996; Scheurink and Nolan, 1996). Finalement, ces résultats suggérent que
I’augmentation des dépenses énergétiques chez les animaux inhibés pour DRP1 puisse étre
due a une augmentation du tonus sympathique sur le foie et le TABI. Ainsi, nous pouvons
faire ’hypotheése que le blocage des mécanismes de fission mitochondriale au niveau du
VMH a probablement modifi¢ D’activit¢ de certaines populations neuronales, modifiant

I’activité du SNA sur au moins deux effecteurs, le TABI et le foie.

L’obésité et le diabete de type 2 sont associés a des altérations des dépenses
énergétiques dues a des modifications du tonus du SNA et présentent des modifications de
I’expression des acteurs de la dynamique mitochondriale dans divers tissus, notamment les
muscles (Bach et al., 2005; Bach et al., 2003). Dans les muscles squelettiques d’obéses ou de
diabétiques de type 2, le poids corporel et I’indice de masse corporel (IMC) est corrélé a
I’expression de Mfn2, protéine de fusion. Cette derniére est plus faible lorsque le poids et
I’IMC augmente. La perte de poids entraine une augmentation de I’expression de Mfn2. De
plus, une corrélation positive a également été mise en évidence entre Mfn2 et la sensibilité a
I’insuline. Cette diminution d’expression de Mfn2 provoque une fragmentation du réseau
mitochondrial, une diminution de la fonction de cet organite et en particulier de la chaine
respiratoire (diminution d’expression des complexes I, II, III et IV, de I’activité enzymatique

des complexes 1 et IIl, de ’oxydation du glucose, du pyruvate et du palmitate et une
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diminution du potentiel de membrane mitochondrial). Par ailleurs, d’autres études ont mis en
évidence une modification de la structure des crétes mitochondriales suite a une modification
morphologique des mitochondries (Cipolat et al., 2006; Frey and Mannella, 2000; Frezza et
al., 2006). Ceci s’accompagne d’un réarrangement des complexes de la CRM qui affecte
principalement les complexes | et 11l (Lenaz et al., 2010; Lenaz and Genova, 2010). La
respiration mitochondriale couplée a la phosphorylation représente un véritable senseur
énergétique, puisqu’elle utilise les substrats provenant du métabolisme des nutriments et
permet de produire des signaux énergétiques tels que I’ATP, connu depuis longtemps, mais
aussi les mEAOs, dont le role de signal est plus récent. Ainsi, la dynamique mitochondriale,
en modifiant les capacités de la CRM a prendre en charge les substrats et/ou a produire ces
signaux, permettrait de moduler ces signalisations en fonction des variations de flux de

substrats, ou encore, a plus long terme, du statut énergétique.

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés a 1’impact de 1’inhibition de
DRP1 dans le VMH sur la détection du glucose et la signalisation mEAQOs qu’elle induit.
Nous montrons que les rats dont la fission mitochondriale est bloquée par 1’inhibition de
DRP1 ne produisent plus de mEAOs en réponse a I’hyperglycémie cérébrale et que la
sécrétion d’insuline (commande vagale) normalement observée est alors fortement diminuée.
Ce résultat suggere que la fission mitochondriale dépendante de DRP1 est une étape précoce
précédant la production de mEAOs et indispensable a celle-ci. Ceci est en accord avec des
études précédentes montrant une production de mMEAOs dépendante d’une fission
mitochondriale dans des conditions de forte concentration en glucose (Paltauf-Doburzynska et
al., 2004; Yoon et al., 2011; Yu et al., 2006; Yu et al., 2008).

Cette inhibition de la sécrétion d’insuline aurait pu étre la conséquence d’un défaut
secondaire de la détection directe du glucose par les cellules B chez les animaux inhibés pour
DRP1. Pour exclure un tel défaut, nous avons étudié la réponse au glucose d’ilots
pancréatiques isolés de ces animaux et aucune différence de réponse n’a été observée
indiquant que 1I’ilot a conservé ses capacités sécrétoires. Cependant, 1’utilisation d’un agoniste
des récepteurs muscariniques, mimant les effets de la stimulation vagale, montre une
augmentation de la sécrétion d’insuline, ce qui pourrait traduire une sensibilité accrue des
flots a la stimulation cholinergique (Cruciani-Guglielmacci et al., 2005; Leon-Quinto T,
1998). En effet, cette réponse est observée lorsque 1’activité du tonus parasympathique est
diminuée, due & une augmentation de la quantité et/ou de I’affinit¢é du récepteur. Cette

hypothése est en accord avec les résultats obtenus lors de I’hyperglycémie cérébrale chez les
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animaux inhibés pour DRP1, en effet, la sécrétion d’insuline est inhibée et le contrdle de cette
sécrétion est d’origine vagale (Niijima, 1986, 1989), ce qui suggére fortement que le SNPS
sur le pancréas soit affecté. L’inhibition de DRP1 au niveau du VMH aurait donc affecté les

circuits neuronaux impliqués dans le contrdle du tonus parasympathique vers le pancreas.

Une autre approche pour étudier 'importance de la fission par DRP1 sur la
signalisation mEAOs a été mise en place. Nous avons regardé le réle satiétogene du glucose
chez les animaux inhibés pour DRP1 au niveau du VMH. Aprés mise a jeun, I’inhibition de la
prise alimentaire normalement observée apres injection de glucose dans le NA est totalement
absente chez ces animaux. Cet effet est associé a une absence de production de mEAOs dans

le VMH lors de la stimulation par le glucose.

Dans les deux principales populations neuronales impliquées dans le contréle de la PA
du NA, NPY/AgRP et POMC, des effets opposés des mMEAOs (inhibiteurs sur les NPY/AgRP
et excitateurs sur les POMC) ont été décrits en réponse a la ghréline (Andrews et al., 2008;
Horvath et al., 2009). Bien que nous n’ayons pas déterminé ici les populations impliquées, ces
travaux suggerent que dans notre étude, les neurones anorexigénes POMC pourraient étre
impliqués. En effet, une forte proportion de ces neurones sont gluco-excités et liberent alpha-
MSH proportionnellement aux concentrations de glucose (Parton et al., 2007). Une absence
de fission lors d’une hyperglycémie dans ces neurones serait alors responsable d’une
diminution de la production de mEAOs et finalement, expliquerait la perte de 1’effet
satiétogene du glucose et I’hyperphagie observée sur les 3 jours d’inhibition (progressive) de

DRP1.

L’exploration de la fonction de la CRM mitochondriale nous a permis de mettre en
évidence des modifications de la respiration dans la région cérébrale inhibée pour DRP1. Nos
résultats indiquent que le défaut de production de mEAOs en réponse au glucose est associé a
une diminution de la capacité de la CRM mitochondriale a oxyder les substrats (le glutamate),
liee a une diminution du couplage respiratoire. En effet le calcul du quotient respiratoire (ratio
entre la consommation d’O; stimulée par I’ADP et la consommation d’O2 quand le complexe
V est inhibé, ce ratio représentant 1’activité de couplage de la CRM) est diminué. Différentes
études rapportent des diminutions du couplage et de la fonction de la chaine respiratoire lors
d’altération de la dynamique mitochondriale (Benard et al., 2007; Loiseau et al., 2007; Yu et
al., 2006). Ainsi, des mitochondries isolées a partir de cellules déficientes pour la protéine

DRP1 présentent une inhibition de la respiration mitochondriale associée a une diminution du
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couplage a la phosphorylation oxydative, suggérant une altération de la fonction de la CRM
(Parone et al., 2008). En accord avec ces observations, Benard et coll. ont proposé que la
délétion de DRP1 augmenterait la fluidité des membranes mitochondriales, ce qui diminuerait
les contraintes sur les supercomplexes formés dans la CRM, entrainant des défauts dans
I’organisation de ces complexes et le transfert des substrats (Benard et al., 2007; Benard and
Rossignol, 2008).

Les mEAOs sont produites lors du transit des électrons le long de la CRM. Lors d’un
apport de substrats, le taux de production de mMEAQOs est augmenté lorsque la respiration
augmente et que le couplage mitochondrial est insuffisant (Brownlee, 2005; Yamagishi S,
2001). Il est suggeré depuis longtemps que les mitochondries trés actives sont plus
condensées (plus petites et sphériques), ce qui permettait d’obtenir une matrice trés dense en
¢lectrons. Cet état favoriserait alors la probabilité de réaction des électrons avec I’oxygene, et
donc augmenterait la production de mEAOs (Hackenbrock, 1966). Ainsi, la fragmentation
mitochondriale induite lors d’une augmentation de la glycémie permettrait ces modifications
morphologiques, lesquelles permettraient un remaniement de la structure interne des
mitochondries (crétes mitochondriales et réarrangement des associations des complexes de la
CRM), favorisant la mise en place de la signalisation mEAOs (Mannella, 2006; Yoon et al.,
2011).

Ces hypothéses sont en accord avec des observations faites dans d’autres études et
montrant une diminution de la respiration lors de 1’inhibition de la fission de mitochondries
(Yu et al., 2006). Ainsi, I’activité de la CRM serait en partie dépendante de la morphologie
des mitochondries, sous contrdle des acteurs de la dynamique, lesquels dépendraient aussi
étroitement du statut énergétique de la cellule considérée. Dans notre étude, le glucose
induirait ce changement de morphologie via la fission de DRP1 et permettrait ainsi un
réarrangement de la CRM favorable une production transitoire de mEAOs. La dynamique
mitochondriale représenterait donc une fonction essentielle et précoce dans la signalisation

mMEAOs lors de la détection hypothalamique du glucose.
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Figure 51 : Conclusion du travail.

L’ensemble de ce travail nous a permis de montrer que la détection hypothalamique
du glucose faisait intervenir une fission mitochondriale dépendante de DRP1
nécessaire au déclenchement de la signalisation par les mEAOs. Cette fission
mitochondriale participe ainsi, d’'une part au déclenchement d'une sécrétion
d’'insuline par le pancréas, et d’autre part, a l'effet satiétogéne induit par une
augmentation de la glycémie cérébrale.
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CONCLUSION ET
PERSPECTIVES




Dans le cadre de la régulation du métabolisme energétique par le SNC, le laboratoire
a montré que les mEAOs sont requises pour la détection hypothalamique du glucose (Leloup
et al., 2006). Cette notion a pu étre étendue au « glucose sensing » pancréatique (Leloup et al.,
2011; Leloup et al., 2009; Pi et al., 2007). Elles sont également nécessaires au contrdle de la
prise alimentaire dans le cadre de la détection hypothalamique des lipides (Benani et al.,
2007) et nous le montrons dans cette étude lors de la détection du glucose. D’autres auteurs
ont montré le réle de la production des mEAOs hypothalamiques en réponse a d'autres

stimuli, comme la ghréline (Andrews et al., 2008).

Nous avons étudié si cette production de mEAQs en réponse au glucose impliquait la
morphologie des mitochondries, laquelle est dépendante de la dynamique mitochondriale.
Nous montrons chez le rat in vivo que I’hyperglycémie cérébrale permet de déclencher la
fission des mitochondries en provoquant 1’adressage de DRP1 a la mitochondrie. Le blocage
de cette fission montre une perte des réponses au glucose, corrélée a une perte de la
production des MEAOs.

Ce travail montre donc pour la premiere fois, in vivo, le role de la dynamique
mitochondriale dans un mécanisme de régulation physiologique de I’homéostasie énergétique,
au niveau du SNC. La détection hypothalamique du glucose nécessite une fragmentation
mitochondriale nécessaire a la production de mMEAOs, laquelle est indispensable a la mise en

place des réponses régulatrices.

Notre travail indique que I’hyperglycémie constitue un signal de fission
mitochondriale. Toutefois, la molécule signal responsable de 1’adressage de DRPI a la
mitochondrie reste encore a identifier. Une étude précédente montre, in vitro, une
fragmentation des mitochondries dans des conditions de forte concentration en glucose. Au
cours de ce travail, il a également été montré que I’ensemble de ces événements était aboli si
un analogue du glucose non transportable dans la cellule (L-glucose) était utilise. En
revanche, le blocage pharmacologique du transport du pyruvate dans la mitochondrie inhibe
la production des mEAOSs bien que la fragmentation mitochondriale soit déclenchée (Yu et al.,
2006). Le signal d’adressage de DRP1 lors d’une hyperglycémie pourrait donc étre un des
produits de la glycolyse. L’utilisation de bloqueurs des différentes étapes de la glycolyse
(hexokinase, phosphofructokinase, ...) devrait permettre d’identifier ce signal. Enfin, le mode
d’action de ce signal sur la protéine DRP1, qui provoque sa relocalisation cellulaire, n’est pas

connu. Les mécanismes de régulation de cette protéine sont divers (S-nitrosylation,
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phosphorylation, sumoylation, interaction avec d’autres protéines...), ce qui pourrait suggérer
un contréle trés fin de son action. La compréhension de ces mécanismes et de leur régulation
suivant un contexte physiologique et leur dérégulation possible en contexte de pathologies
métaboliques sont de nouvelles pistes de recherche, aussi bien dans le cadre de la détection
hypothalamique que dans d’autres organes et tissus ou la dynamique est affectée par les

substrats.

Comme nous 1’avons vu, la détection hypothalamique des lipides implique, elle aussi,
une signalisation par les mMEAQOs (Benani et al., 2007). Il sera intéressant de déterminer si
cette signalisation nécessite aussi une modification de la dynamique ou bien si ce mécanisme
est propre au métabolisme du glucose. En effet, des travaux in vitro montrent une
augmentation de la fragmentation mitochondriale lors de forte concentration en lipides, mais
ceci uniquement quand une forte concentration en glucose est associée. Les lipides seuls n’ont
pas cet effet (Molina et al., 2009; Yoon et al., 2011). Il semble donc intéressant d’identifier si
une situation similaire est observée au niveau du VMH, ou le glucose, comme les lipides, sont
détectés. Notamment, les effets conjugués des lipides au glucose pourraient interférer sur le
contréle de la dynamique et la signalisation mEAOQOSs et intervenir, entre autres, dans la mise en
place de dysfonctionnement de la mitochondrie, comme cela est déja connu dans sur la cellule
B du pancréas (Lameloise et al., 2001). L’une des hypothéses permettant d’expliquer une
production de mEAOs contrdlée par les modifications morphologiques des mitochondries
concerne I’action de la dynamique sur la réorganisation des complexes de la CRM. En effet,
des travaux ont permis de montrer un agencement différent des complexes de la CRM
dépendant de la morphologie mitochondriale (Lenaz et al., 2010; Lenaz and Genova, 2010).
Ces réarrangements en supercomplexes concernent essentiellement les complexes | et llI,
deux sites de production des mEAOs. La dynamique mitochondriale, en modifiant ces
arrangements, pourrait faciliter ou au contraire ralentir la production de mEAQOS. Il sera donc
intéressant de mettre en évidence I’organisation des complexes de la CRM en réponse aux
nutriments (glucose, lipides) et de déterminer s’il existe une corrélation avec 1’équilibre

fission/fusion des mitochondries.

Le NA de I’hypothalamus constitue une zone ou est présente la majorité des neurones
sensibles aux substrats énergétiques (Blouet and Schwartz, 2010; Fioramonti et al., 2007;
Fioramonti et al., 2004; Karnani and Burdakov, 2011; La Fleur et al., 1999). Quel que soit le
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substrat énergétique (glucose, acides gras), le type cellulaire (neurone ou astrocyte), les
produits de 1’oxydation mitochondriale de ces substrats permettent 1’émission de signaux dont

les MEAOs font partie et dont le role est sans doute primordial.

Un point important des perspectives que [’équipe souhaite développer est
I’identification du type cellulaire qui produit les mEAOs en réponse au glucose. Si cette
identification a été faite en réponse a la ghréline, cela n’a pas été montré pour les réponses au
glucose. Dans 1’équipe, et par d’autres auteurs, 1’activation des astrocytes et leur rdle lors de
la détection du glucose a été montré (Guillod-Maximin et al., 2004; Lam et al., 2005a). Dans
notre étude, 1’inhibition de la protéine DRP1 affecte I’ensemble des cellules du VMH. La
dynamique mitochondriale se trouve donc altérée a la fois dans les astrocytes et les neurones.
Le role de chacun des types cellulaires dans la signalisation mEAOSs, et en particulier
I’implication de la dynamique mitochondriale, devra étre explorée. Il faudra donc déterminer
ce point en imagerie pour étudier ’aspect du réseau mitochondrial des astrocytes (avec un
double marquage astrocytes/mitochondrie) en réponse a une stimulation par le glucose. La

méme approche devra étre faite pour les neurones.

Finalement, pour la population neuronale en particulier, il faudra déterminer quel est
I’identité des neurones sensibles au glucose dont la dynamique mitochondriale est affectée et
qui produit les mEAOs. Nos données laissent penser que la dynamique mitochondriale
pourrait agir a la fois sur les neurones NPY et POMC. Ces deux population ont de nombreux
neurones sensibles au glucose : les premiers sont gluco-inhibés et les seconds, gluco-excités.
Les modifications de dynamique auraient un réle différent dans ces deux types neuronaux,
dans I’hypothése ou elle pourrait affecter ces deux populations. Ainsi, une fragmentation
favoriserait la production d’EAOs et permettrait 1’activation des neurones POMC alors que
cette méme production inhiberait celle des NPY/AgRP. Des co-marquages
POMC/Mitochondries et NPY/Mitochondries lors d’une hyperglycémie permettra d’identifier

la présence de ces mécanismes dans ces deux types neuronaux.

Il est aussi possible d’imaginer aux vues des connaissances actuelles que d’autres
mécanismes soient affectés. Il a notamment été montré un remodelage des connections
synaptiques entre les neurones NPY et POMC suivant le statut énergétique (Pinto et al.,
2004). Or, les mécanismes de la dynamique mitochondriale, sont eux aussi impliqués dans la
synaptogenese (Chang and Reynolds, 2006). En effet, classiquement, la fission favorise la

formation de synapse en facilitant la migration des mitochondries vers les extrémités
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axonales, et permettent 1’apport d’énergie nécessaire a la mise en place des synapses, puis a
leur fonctionnalité, alors que la fusion I’inhibe en ralentissant la migration des mitochondries.
Le blocage de la fission pourrait donc avoir pour conséquence de bloquer ces processus de
plasticité synaptique et de désequilibrer le tonus orexigéne et/ou anorexigéne entre ces

poupulations.

De plus amples recherches seront donc nécessaires pour discerner le role précis de la

dynamique mitochondriale dans les réponses intégrées que nous avons identifiées.

Dans notre modéle d’invalidation partielle et transitoire de DRP1 dans le VMH, nos
animaux présentent un phénotype métabolique qui commence a étre altérer (une prise
alimentaire augmentée sans prise de poids a 3 jours, une modification hypothalamique de la
signalisation mEAOSs en condition stimulée par le glucose). La compréhension du réle de la
dynamique mitochondriale en réalisant une invalidation de Drpl de plus long terme
permettrait de mieux déterminer le role de la dynamique mitochondriale dans ce contrdle,
mais aussi dans le développement de pathologies métaboliques. Enfin, la caractérisation de la
dynamique mitochondriale et de la signalisation mEAOs dans un modéle ou I’hyperphagie
(conduisant a I’obésité) est induite par un régime permettrait de déterminer la part de la

dynamique mitochondriale dans 1’établissement des dérégulations de la PA.
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L’ensemble de mon travail de thése fait 1’objet d’une publication en cours de
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PUBLICATION 1

La publication 1 rassemble les résultats obtenus au cours de mon doctorat sur le role
de la dynamique mitochondriale dans la détection hypothalamique du glucose. Une partie des
résultats présentés dans ce manuscrit ont ainsi permis de soumettre ce travail dans le journal
Antioxydant and Redox Signaling. Cette publication représente donc la plus grande partie de
mon travail de thése éffectué au sein du laboratoire.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: Hypothalamic mitochondrial reactive oxygen species (mROS)-
mediated signaling has been recently shown to be involved in the regulation of energy
homeostasis. However, the upstream signals that control this mechanism have not yet been
determined. Here, we hypothesized that glucose induced mitochondrial fission plays a
significant role in mROS-dependent hypothalamic glucose sensing.

RESEARCH DESIGN AND METHODS: Glucose triggered translocation of fission
protein DEP1 to mitochondria was firstly investigated in vive in hypothalamus. Then,
expression was transiently knocked down by intra-arcuate nucleus (ARC) DRP1 siRNA
(siDRP1) injection. 72h post sIRNA injection. mitochondrial morphology was assessed and
some phenotypic parameters measured. Brain intracarotid glucose induced insulin secretion
and ARC glucose infusion-induced refeeding decrease were measured, as well as mROS
production. Mitochondrial function was evaluated by oxygen consumption measurements
after DEP1 knock down.

RESULTS: We show that intracarotid glucose injection induces the recruitment of
DEP1 to VMH mitochondria in vive and changes mitochondrial morphology. SiDRP1 rats
presented more elongated mitochondria in accordance with increased fusion. The SiDRP1 rats
decreased mROS and impaired intracarotid glucose injection-induced insulin secretion. In
addition, the ARC glucose infusion-induced refeeding decrease was lost in siDRPI rats,
Furthermore, food intake was inereased 72 h after ARC siDRP1 infusion, without weight
modification. Although hypothalamic mitochondrial respiration was not modified in the
resting state, substrate-driven respiration was impaired in siDRP] rats and associated with an
alteration of the coupling mechanism.

CONCLUSIONS: Collectively, our results suggest that glucose-induced DREPI-
dependent mitochondrial fission is an upstream regulator for mROS signaling and
consequently, a key mechanism in hypothalamic glucose sensing and energy balance
regulation,
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INTRODUCTION

The hypothalamus and more particularly the arcuate nucleus (ARC) plays a key role in
energy homeostasis (1-4). In addition to fueling role of glucose, it also monitors physiological
functions, such as food intake and insulin secretion, through modulation of glucose-sensitive
neuron activity (3, 6). Analogies between mechanisms involved in hypothalamic glucose-
responsive neurons and the pancreatic f-cells have been highlighted (6-9). Recently, several
studies have indicated that mitochondrial reactive oxygen species (mROS) are required for the
hypothalamic glucose-sensing mechanism. Increased brain glucose level increases
hypothalamic mROS, and inhibition of hypothalamic mROS impairs increased brain glucose-
induced insulin secretion (10-12). Interestingly, the mROS regulatory pathway might also be
involved in lipid sensing in the same area of the brain (13) and in glucose sensing in
pancreatic ff-cells (14). Altogether, these studies suggest that mROS are important
physiological messengers in metabolite-sensitive cells. Respiratory studies have helped to
define a better understanding of how mROS vary upon different metabolic/hormonal states
according to metabolic status and why they constitute an integrative signal {10-15).

Mitochondria are dynamic organelles that continually change form. Different sets of
proteins control mitochondria dynamics through fission and fusion mechanisms (16). Fusion
mechanisms are under control of Optic Atrophy 1 (OPA1) and Mitofusins (MFNs)., The
fission machinery involves Fission Protein 1 (FIS1) and Dynamin-Related Protein 1 (DRP1).
DEP1, which is mainly cytoplasmic under basal conditions, translocates to the mitochondrial
membrane where it forms a contractile “ring” involved in the division of the mitochondria.
Mitochondrial fusion and fission are on a tightly regulated equilibrium to maintain
mitochondrial morphology in the cell and are critical for cell function (17).

Mitochondrial morphology i1s associated with mROS production and energy status.
Nutrients and hormones can alter mitochondria morphology (18, 19). For instance, a recent
study showed the involvement of mitochondrial dynamics in high glucose-induced ROS
production (20). Acute exposure of hepatic and muscular cell lines to high glucose
concentrations induced a rapid and transient mitochondrial fission associated with an increase
in ROS levels, whereas inhibiting mitochondrial fission was shown to restore high glucose-
induced ROS levels, Thus, morphological changes of mitochondria appeared to be an
upstream causal factor for ROS production under acute hyperglycemic stimulation,
suggesting that mitochondrial dynamics act as a regulating factor of mitochondrial activity.

The aim of this study was to determine whether mitochondrial dynamics could
constitute an upstream actor in hypothalamic mROS production and consequently play a role
in hypothalamic glucose sensing, We hypothesized that mitochondrial fragmentation occurs
in VMH in response to a transient cerebral hyperglvcemia and that this process is necessary
for the mROS-induced physiological responses.

RESEARCH AND METHODS

Animals: Diet and Experimental Procedures.

Male Wistar rats (7 weeks old; Charles River) were individually housed in a controlled
environment (12h light/dark eyele, light on at 7:00a.m., 22°C), with ad libitum access to food
and water. Surgeries and experiments were performed under pentobarbital anesthesia
(50mg/kg, Centravet, France) except when noted. All procedures involving rats followed the
European Communities Council Directive (86/609/EEC) and were approved by a local
committee. All experiments were performed after 4h fasting, excepted when noted. Body
weight and food intake were measured every day, 3h after the beginning of the light cycle.
Cannula implantation and siRNA injection.
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In anesthetized animals, intracercbral double guide stainless-steel cannulae (26-gauge
(Plastics One) were mserted bilaterally into the ARC according to stereotaxic coordinates
(anterior-posterior: —3.14mm  vs. bregma; medial-lateral: 0.25mm; dorsal-ventral: 9. 4mm).
Cannulae location was confirmed by bromophenol blue injection after experimentation. The
animals were allowed to recover for 6 days and were handled daily. On the day of the
experiment, a double-stranded 21-nucleotide small interfering RNA (siRNA) obtained from
GeneCust was transduced using the JetSI system (OZYME) ((21) and injected (100pM, 10pl
at 0.67pl/min) through the cannula guide to knockdown the expression of DRPI. The siRNA
sequence efficiently targeting rat DRP1 (Accession N® BCO85843) corresponds to the coding
region 258-278 relative to the first nucleotide of the start codon (siRNA, sense strand: 5°-
AACUCAGAGCAGUGGAAAGAG-UATAT-3"). Knockdown of DRP1 in the VMH was
measured 24h, 48h, 72h and 96h post-injection.

Intracarotid (i.c.) injection of glucose towards the brain.

Experiments were performed as previously described (10), Plasma insulin level was
determined using the ultrasensitive ELISA kit {Eurobio).

Mitochondrial isolation.

After euthanasia by cervical dislocation, brains were quickly removed and immediately
immersed in 1ce-cold MB+ buffer (10mM HEPES, 210mM mannitol, ImM DTT, 240mM
sucrose, protease inhibitor cocktail tablet (Roche). Hypothalami or other brain areas were
dissected, immersed for [5min in MB+ buffer and homogenized with a dounce homogenizer
(7.5ul/10mg tissue). Homogenates were resuspended in 125pl/10mg tissue of MB+ buffer and
centrifuged (1.000g, 10min, 4°C). Supernatants were centrifuged (12,000g, 10min, 4°C). The
remaining mitochondrial pellet was resuspended for western blot analysis.

ROS level measurement.

One minute after the carotid or ARC glucose injection, rats were decapitated, hypothalamus,
thalamus and cortex were harvested and frozen and stored at -80°C., ROS were assessed as
previously described (11).

Western blot.

Proteins were separated on 10% SDS-PAGE. Antibodies against OXPHOS, Actin, DRPI,
OPA1, FIS1 or MEN2 were used. After transfer and blocking, membranes were probed in 1%
nonfat milk prepared i TBS-T with 1/1,000 mouse anti-OXPHOS (Mitosciences,
Euromedex), 1/100,000 mouse anti-Actin (Millipore), 1/10,000 mouse anti-DRP1 (BD
Biosciences), /300 mouse anti-OPAl (BD Biosciences Europe), /500 rabbit anti-FIS]
(Biovision) or 1/500 mouse anti-MFN2 (Abnova) overnight at 4°C. Specific bands of the
proteins were detected using a goat anti-mouse (1/10,000 in TBST-1X) or anti-rabbit
(1/10,000 in TBST-1X) peroxidase-conjugated secondary antibody ( Amersham) incubated for
lh at room temperature, were revealed with a chemiluminescence kit (Amersham) and were
exposed to a ChemiDoc XRS+ system (BioRad) for densitometry analysis.

0; consumption measurement on permeabilized VMH

Oxygen consumption was measured using a respirometer (Oxygraph-2k, Oroboros
Instruments) as previcusly described (11, 22). Mitochondrial respiration was stimulated by
the addition of 10mM glutamate to achieve the state 2. Next, ImM ADP was added to achieve
the state 3 respiration. Then, 0.5pM carboxyatractylate (CAtr) was added to block ATP
synthesis and achieve the state 4 respiration. Finally, 0.4pM CCCP, a chemical uncoupler,
was used to measure the maximal respiration.

Refeeding test in response to ARC glucose injection

After overnight fasting, glucose (0,12M in 0.9% saline) was injected into the ARC (1pl at
lpl/min). Food consumption was measured 15, 30, 45, 60, 90, 120 and 240min post-injection.
For ROS measurements, brains were removed lmin after glucose injection as described
above,
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RNA extraction, reverse transcription and quantitative real-time PCR.

cDNA were synthesized from total VMH RNA and amplified by PCR with NPY POMC,
UCP1, UCP2 or 185 primers using the StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) (primer sequences: NPY forward 5°-3":CAC-AGA-AAA-TGC-CCC-CAG-AA,
reverse 53T .GTC-AGG-AGA-GCA-AGT-TTC-ATT-TCC; POMC forward 5'-3":CTC-
ACC-ACG-GAA-AGC-AAC-CT, reverse 5-3"TTC-AGT-CAA-GGG-CTG-TTC-ATC-TC;
UCP1 forward 5°-3":GTC-TTA-GGG-ACC-ATC-ACC-A, reverse 5"-3":.CCA-GTG-TAG-
CGG-GGT-TTG (23); UCP2 forward 53'-3":GGC-GGT-GGT-CGG-AGA-TA, reverse 5'-
3 GGC-AGA-AGT-GAA-GTG-GCA-AGG-G(24); 185 forward 5°-3":.CCA-TTC-GAA-
CGT-CTG-CCC-TAT, reverse 5°-3"GTC-ACC-CGT-CAC-CAT-G (24)).

Islet treatments and insulin measurement.

Islets isolation and preincubation period were performed as previously described Groups of
(14, 25). Over the preincubation period, islets were incubated in the different glucose
concentrations (5.5mM or 16.7mM) for 30min at 37°C. The acetylcholine receptor agonist
acetyl-methylcholine bromide (Sigma, 0.1mM) was assessed in 5.5mM glucose. Incubation
medium was harvested and stored at -20°C before insulin measurement. The release of insulin
by the islets was measured using a radioimmunoassay kit (Cis-Bio International).
Immunohistochemistry.

After either cerebral hyperglycaemia or 72h after ARC siRNA injection, brain were quickly
frozen in isopentane, -<40°C. 10 pm hypothalamic cryosections were fixed, then permeabilized
for 10min and blocked in PBS/0.5% Tween20/3% normal goat serum (NGS Mitosciences)
(38), After incubation with mouse anti-OXPHOS (1/2000 in PBS/0.5% Tween 20/3% NGS,
Mitosciences) overnight at 4°C and washing, sections were incubated in goat anti-mouse
alexa 488 (1/4000 in PB5/0.5% Tween20) for lh. Sections were mounted and examined
under a confocal or Apotome fluorescence microscope (Leica or Zeiss, respectively).
Specificity of labeling was ascertained with omission of primary antibody. Mitochondrial
morphology analysis was performed by computer-assisted morphometric analyses (Imagel)
that calculate form factor (FF) and aspect ratio (AR). Both parameters have a minimal value
of 1, which represents a perfect circle, and the values increased as mitochondria elongate (25).
Hepatic glycogen measurement.

Homogenised livers (0.2g) in 2ml ice-cold citrate buffer {100mM citric acid, 50mM NaF,
pH=4.2) were centrifuged (10min, 5,000g at 4°C). Glycogen was estimated in the supernatant
after hydrolysis of glvcogen into glucose by amylo-a-1 4-0-1.6-glucosidase (Sigma).
Statistical analysis.

Results are presented as mean=SEM. Statistical analysis was performed using Prism 4.0,
MNormality has been tested with Kolmogorov-Smirnov test. According to the result, unpaired t-
test or Mann Whitney test (when normality was not assumed), one way ANOVA or two-way
ANOVA analysis (followed by Bonferroni post test) were performed as detailed in figure
legend). Differences are symbolized as *, ** or *** on graphic representations for p values of
=0.03, 0.01 and 0.001, respectively.
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RESULTS
Transient hypothalamic glucose increase triggers the recruitment of DRP1 to the
mitochondrial membranes

Under basal conditions, most of the cellular DRPI is located in the cytosol. Fusion is
induced when DRPI is addressed to the mitochondrial membrane (26). We evaluated VMH
DEP1 cellular localization in response to an intracarotid glucose bolus injection (9mg/kg).
Intracarotid glucose injection toward the brain significantly increased DRP1 level (263% of
controls), In VMH mitochondria extract one minute post-injection. Mo significant
maodification of increased mitochondrial DRP1 was detected in the cortex and thalamus (data
not shown), In addition, the non metabolizable glucose analog L-glucose did not increase
mitochondrial DRP1 (Fig.1A). These data suggest that DRP1 is rapidly addressed to the
mitochondria in response to increased extracellular VMH glucose. The quantification of the
mitochondrial shapes in response to intracarotid glucose injection confirmed that increased
glucose level triggers ARC mitochondrial fission, Both the mitochondrial aspect ratio (AR)
and form factor (FF) was significantly diminished under cerebral hyperglvcemia. By
opposition, the number of mitochondria per cell was increased (Figure 1B and Table 1).
DRP1 down-regulation inhibits mitochondrial fission in vive

Down-regulation of DRP1 by RNA interference was used to investigate its role in
hypothalamic glucose sensing. Theretore, siRNAs directed against DRP1 or siRNA controls
were injected into the ARC, and DRPI levels estimated by western blot in whole VMH.
DRPI1 extinction reached 28.9+5.8%, 35.1£9.9%, 760.60+£2.5% and 40.74£23.3% at 24, 48, 72
and 96h post-injection, respectively (Fig.2A). No modification in DRP1 expression was
observed in the cortex, thalamus, brainstem and LH 72h post-injection (Fig.2B). No
maodification in other proteins expression involved in mitochondrial dynamics was found,
showing that only DRP1 expression was affected (Fig.2C). Because the greatest decrease in
DRP1 levels occurred 72h post-injection, we chose this time to evaluate the impact of VMH
DEP1 siRNA on glucose sensing. The impact of DRP1 siRNA injection on mitochondrial
morphology was evaluated by confocal imaging. Mitochondria of siControl-injected animals
(siControl group) appeared as small and numerous dots, while siRNA DRP1 injected-animals
(siDRP1 group) showed longer and more filamentous mitochondria (Fig.2D)). Mitochondria
morphological analysis showed that both the form factor (FF) and the aspect ratio (AR) is
increased in SiDRP1 animals, confirming that fission inhibition occurred. As a consequence,
the average of mitochondria per cell was decreased in siDREP1 animals {Table 2). Thus, DRPI
down-regulation led to the inhibition of mitochondrial fission leading to an imbalance in favor
of fusion,
DRP1 down-regulation in VMH increases food intake without increasing body weight

To evaluate the effect of VMH DRP1 inhibition on homeostatic parameters, we first
measured the daily food intake and weight. Both groups showed a similar food mtake before
siIRNA mjection. 24h post-siRNA injection, decreased food intake was observed in both
groups (siControl:0.038+0.007g/z of body weight (BW); siDRP1:0.051+0.006g/g). Food
ingestion was  progressively restored at 48h  (siControl:0.046+0.004g/e BW; siDRPI
0L059+0.005g/c BW) and reached its imitial level at 72h  for both groups
(s1iControl:0.068+0.003 g/g BW. siDRPL:0.081+0.002g/g). However, siDRP1 animals
systematically exhibited a significant higher food intake than siControl rats at 24, 48 and 72h
post-injection. Body weight was not affected by siRNA injection in both groups (Fig.3A, 3B).
Surprisingly. neither neuropeptide Y (NPY) nor pro-opiomelanocortin { POMC) mRNA levels
were modified in siDREP | -treated animals (Fig.3C, 3D). Because siDRP-treated rats did not
gain weight despite of their increased food intake, we investigated their thermoregulatory
capacity, The marker of thermogenic activation uncoupling protein 1 (UCP1) mRNA levels
was measured in the interscapular brown adipose tissue (1IBAT) 1BAT UCPlI mRNA was
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increased in siDRP1 animals (Relative Quantification (RQ) of 1.46+0.09 for siDRP1 wvs,
1.040.06 for siControls) (Fig.3E). We further estimated hepatie glycogen content and found
that hepatic glvcogen content was decreased in siDRP1-treated rats (siDRP1:6.2+1.5pg
glycogen/mg liver; siControls: 11 4+0.9pg/mg liver) (Fig.3F). Neither basal glycemia nor
insulinemia were changed in siDRP1-treated animals (Fig.3G, 3H).

Down-regulation of DRP1 in VMH decreases glucose sensitivity due to the loss of mROS
signaling and impacts both insulin secretion and the satiating effect

To decipher the role of DRPI in YMH glucose sensing, we evaluated the
consequences of its down-regulation in the detection of an increased glucose concentration
through two different tests. The first test involved the hypothalamic pancreatic axis and the
parasympathetic control of insulin seeretion. The second test allowed the measurement of the
satiating effect of glucose on fasted rats with a refeeding test. The role of DRP1 inhibition
was first determined in response to intracarotid glucose injection-induced insulin secretion
(10}, Intracarotid glucose injections had no effect on peripheral blood glucose level in both
control and siDRP1 groups (Fig.4A). However, intracarotid glucose injection-induced insulin
secretion was significantly inhibited in siDRP1-treated rats (for siControls, delta insulin level
103.24£20.4mU/L; siDRP1= 37847 2mU/L) (Fig.4B). In addition, impaired insulin secretion
was accompanied with a complete inhibition of mROS production induced by a glucose load
(siControl+NaCl: 1 7033+3540A L s1Control+Glucose: 37797+62 1 LAUSIDRP 1+NaCl: 13139+
1469A1L; siDRP1+Glucose: 18156+1974AU) (Fig.4C). No difference was found in other
brain regions such as the cortex (Fig.4D) or thalamus (Fig.4E). To assume that decreased
insulin secretion was not the consequence of impaired pancreatic f-cell function, ex vive
glucose-induced insulin secretion was evaluated in islets of siControl and siDRP1-injected
animals. Islets of siDRP1-treated rats had a similar basal insulin secretion (in 5.5mM glucose)
to siControl islets, and they did not show any impairment in pancreatic insulin secretion in
response  to 16, 7mM glucose  (siControl:6.67+0.17ng/ml/10islets,  siDRPI;
T7.15£0.22ng/ml/ 1 0islets) (Fig.4F). Because intracarotid glucose injection-induced insulin
secretion involves the activation of parasympathetic nerves (27-29), we evaluated the islets’
sensitivity to a cholinergic agonist. Islets were stimulated with a muscarinic cholinergic
receptor agonist (acetyl-methylcholing bromide) or 16.7mM glucose. SiDRP1 animals
showed increased insulin secretion in response to the acetyl-methylcholing bromide
(siControls:3.84+0. 10ng/ml/10islets; siDRP1:4.54+0.2 Ing/ml/10islets) (Fig.4G).

We next evaluated the effect of sIDRPI treatment on ARC glucose infusion-induced
decrease in food intake after refeeding. In control animals, ARC glucose infusion attenuated
increased food intake after refeeding following an overnight fast (NaCl group:0.028+0.002¢/g
BW; and glucose group:0.017+0.002g/g BW at the end of the test) (Fig.5A). SiDRP1 animals
showed a significant reduction in food intake inhibition during 4h of refeeding while food
ingestion during 4h of refeeding in response to NaCl ARC infusion was similar in siDRP1-
treated animals (siControl+glucose:0.013£0.002g/c BW; siDRP1+glucose:0.024+£0.002¢/g
BW; siControl+NaCl :0.026=0.002g/g BW: siDRP1+NaCl:0.023+£0.001g/g BW) (Fig.5C,
SD). No difference in either VMH NPY or POMC mRNA levels was detected between
siDRP1 and siControl rats (data not shown). As for intracarotid glucose-induced insulin
secretion, we examined if decreased food intake induced by ARC glucose infusion involved
impaired VMH ROS production in siDRP1 rats. In control animals, ARC glucose infusion
increased mROS production threefold the level of controls (siControl+NaCl: 13621 1 TALT;
siControl+Glucose: 3800864 AL (Fig.5C). However, mROS production was not increased
in siDRP1-treated rats (siDEP1+NaCl:1234:204AU; siDRP1+Glucose: 12911 19A10) (Fig.
5E). These results suggest that the satiating effect of ARC glucose infusion is dependent on
mROS production through mitochondrial DRP1-dependent fission.
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Ventromedial hypothalamic mitochondrial respiration of DRP1-inhibited rats exhibits a
decreased activity in response to substrates

To explore the VMH mitochondrial function, oxygen consumption was analyzed on
permeabilized hypothalamic tissue. Basal respiratory activity was similar between siControl
and siIDRP1 VMH mitochondria (Fig.6A). Substrate-driven respiration determined by
glutamate stimulation was significantly decreased in siDRPI rats (siConrols: 126.3£2. 6% of
basal consumption; siDRP1:148.0+5.9%) (Fig.6B). State 3 (substrate/ADP-driven) respiration
was assessed with saturating ADP concentration (Fig.6C). In these conditions, the Os flux
was decreased in siIDRP1  rats  (siControls:283.83220.49% of basal 0O: flux:
siDRP1:209.45£24 22%), showing a decrease of complex V activity. Carboxyatractyloside
(CAtr), an ATP-ADP exchange inhibitor, was then added to obtain the ADP-independent
resting state 4. Respiratory inhibition was significantly attenuated in siDRP1 rats (siControl:-
89.72+14.15%:; siDRP1:-31.62+14.26%) (Fig.6D). confirming a lower activity of Complex V.,
which resulted in an identical O; consumption in both groups after CAtr stimulation
(siControls: 194.11+=11.14% of basal O: consumption; siDRP1:177.83+11.9%) (Fig.6E).
Finally, the calculated Respiratory Control Ratio (RCR, which represents the ratio of state
3fstate  4) was significantly  decreased in  siDRP1  rats  (siControls:1.46=0.07;
siDRP1:1.16+£0.07) (Fig.6F), indicating a loss of coupling in mitochondria. The maximal
respiratory capacity induced by carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone (CCCP) was not
different between siControl and siDRP1 rats (3iControl:239.79+£15.75% of basal O
consumption; siDRP1:223.71=31.49%) (Fig.6G). To assess the role of mitochondrial
uncoupling proteins {UCPs) on the respiratory modification, we quantified the mRNA level of
uncoupling protein 2 (UCP2), which is the major rodent hypothalamus UCP2(30) and did not
find any difference between groups (Fig.6H). These results reveal that siDRP1 rats present
the following: 1) a decreased mitochondria respiratory capacity, 2) a decreased coupling
respiration, which does not involve a modification of UCP2 mBNA content and 3) a
decreased capacity of substrate-driven respiration.

DISCUSSION

We recently highlighted that the hypothalamic glucose-sensing mechanism requires
mROS production to trigger both electrical ARC activation and insulin secretion (10).
Moreover, this signaling 1s altered in the Ziicker obese, insulin-resistant rat model (11). Here,
we show for the first time the importance of mitochondrial dynamics in glucose-induced
hypothalamic mROS production and energy metabolism regulation. We found the following:
(1) DRF1-dependent mitochondrial fission is activated by increased central glucose; (2) VMH
DRP1 down-regulation blocks glucose-induced mROS signaling as well as central glucose-
induced insulin secretion and central glucose-induced food intake decrease: and (3) decreased
glucose-induced mROS signaling 1s consistently assoclated with altered mitochondral
respiratory activity.

The fission process is mainly dependent on DRFP1, a cytoplasmic protein addressed to
the mitochondrial membrane under various stimuli (31). Here, we show that increased glucose
level rapidly (1 min) promotes DRP1 translocation from the cytosol to the mitochondria in the
WVMH in vivo. The ability of glucose to induce in vivo DRP1 translocation to the mitochondria
is consistent with previous work showing that mitochondrial fragmentation in high glucose
conditions requires mitochondrial fission machinery in eell culture (20, 31, 33). Our results
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suggest that the mitochondrial fission mechanism may be an upstream actor in glucose-
induced mROS signaling in the hypothalamus, thereby promoting the effects of glucose in
vive (10, 110

To explore this mechanism, a down-regulation of DRP1 in the VMH was performed
by RNA interference. Using this strategy, we determined a maximal extinction (80%) of
DRPI expression 3 days after injection. At this time, there was no compensation through the
other main mitochondrial dynamics actors (OPA1, MFN2 and FIS1). As a consequence,
VMH mitochondrial morphology was changed, Mitochondria appeared much more elongated,
confirming that the siIRNA method had created an imbalance in favor of fusion (26, 34-36). In
this context, we found that VMH DRP1 inhibition induced a strong hyperphagia. However,
mRNA levels of POMC and NPY, VMH-expressed genes classically associated with the
control of food intake, were not affected by the manipulation of DRP1. These discrepancies
have already been described and suggest that the release of neuropeptides rather than their
transcription was altered (36, 37). Furthermore, the strong increase in food intake did not
affect the body weight, suggesting that energy expenditure was increased. In support of this,
we Tound that UCP1 mRNA level, a strong indicator of thermogenic activation, was increased
in the IBAT (38, 39). We also found decreased liver glycogen content in siDRP1-treated
animals. This result is consistent with previous work showing that decreased hepatic glycogen
content is related to increased energy expenditure (40, 41). Human obesity and type I
diabetes, which are classically associated with alterations in energy expenditure, exhibit
dysfunctions of mitochondrial dynamics in various tissues, such as muscles (42, 43),
Mitochondrial dynamics in skeletal muscle from obese or nonobese type 2 diabetic subjects is
regulated by body weight loss, and a strong negative correlation between mitochondrial
fusion and their body mass index exists. These studies support that mitochondrial morphology
regulation depends on energy status. Further complementary approaches to manipulate DRP1
expression or mitochondrial networks (for instance overexpression of the dominant-negative
DLP1-K38A or overexpression of fusion actors (20}) will reinforce this conclusion.

We then explored the impact of VMH DREPI inhibition on the hypothalamic glucose-
sensing mechanism, We previously showed that an intracarotid injection of a glucose load
that does not alter peripheral blood glucose level induces a transient insulin secretion. In
addition, we also showed that this intracarotid glucose load-induced insulin secretion is VMH
mROS production-dependent (10). In this study, there was no increased mROS production in
siDRPI-treated animals Imin post-glucose injection. This result suggests that the
mitochondrial DRP1-dependent fission is an early and rapid event preceding mROS
production. This suggestion is consistent with a study by Yu et al. (20) and previous studies
on mitochondrial fission showing the ability of mitochondria to rapidly split and re-fuse (44).

As previously described, we found that intracarotid glucose injection-induced insulin
secretion was altered in ARC siDRP [-treated rats. This result could be the consequence of
altered [i-cell function. To gain further insight into the control of insulin secretion in transient
DRP1-deficient rats, their freshly isolated islets were compared to control ones for both their
ntrinsic response to glucose and to a classical muscarinic receptor agonist. This approach is
used as a marker of parasympathetic control, as previously described (45, 46). Regarding islet
tesponse to high glucose, there was a normal response of the VMH DRPI-deficient rats,
showing that direct glucose stimulation was not altered. However, the muscarinic islet
activation through a cholinergic agomst triggered a hyper response. This response reflects an
increased sensitivity of the muscarinic receptor and 1s classically observed when
parasympathetic tone decreases, enhancing either the activity and/or the number of receptors
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on the islets (45, 46). We can conclude that parasympathetic activity was decreased. Indeed,
the in vivo response of the islets to a central glucose load showed a drastic drop of insulin
release, which is explained by this down-regulated parasympathetic tone,

The satiating role of glucose in DRPI-deficient animals was completely abolished.
This effect was concomitant with an absence of VMH mROS production. In at least two key
populations of arcuate neurons, NPY/AgRP and POMC neurons, opposite effects of mROS
(inhibitory vs. stimulatory, respectively) have been described (15, 47). Here it suggests that
anorexigenic POMC neurons are no more activated by mROS. Together with the defective
response to central glucose-induced insulin secretion, these results reinforce the role of fission
in hypothalamic glucose-induced mROS signaling as well as a role in hypothalamic glucose
sensing. We speculate that the alteration of ARC glucose sensitivity in DRP1-treated rats is
the cause of the hyperphagia we observed in those animals. Finally, the exploration of
mitochondrial respiration highlighted changes induced by DRPI down-expression in the
YMH. The results demonstrate that the loss of mROS production in response to glucose load
is due to decreased capacity of the mitochondnal electron transfer chain (ETC) to oxidize the
substrates, assoclated with decreased coupled respiration. Indeed, the RCR (ratio between O»
flux of ADP-stimulated respiration to ATP synthase-inhibited respiration, which represents
the coupling activity of the ETC) was decreased. These observations are consistent with
others showing modifications of coupling activity when mitochondrial dynamics are altered
(17, 20). ROS are produced by electron leakage during mitochondrial metabolism. The rate of
ROS formation is enhanced as mitochondrial metabolism increases when mitochondria are
well coupled (48, 49). Classical observations indicate that active mitochondria are more
condensed and have an electron dense matrix, which favors mROS production (50). This
suggests that physiological mitochondrial fragmentation upon glucose increase triggers
contracted and condensed mitochondria. Dynamic changes of the internal structure
{(mitochondrial cristae and the complexes’ arrangement) are tightly associated with functional
respiration (19, 51). These explanations are consistent with previous observations describing
decreased glucose oxidation associated with mitochondrial dynamics disruption in peripheral
tissues of obese patients (42, 43). These mitochondrial metabolically-regulated dynamics and
the mROS signaling it triggers appear to be an essential upstream actor of glucose sensing in
the hypothalamus.

Collectively, this work demonstrates for the first time in vivo that DRP1-dependent
mitochondrial fission is essential for glucose-induced mROS signaling in hypothalamic
glucose sensing. Further investigations to determine which metabolic or hormonal factors
trigger changes in mitochondrial dynamics and mROS production will help us to better
understand the mechanisms involved in the central control of energy homeostasis.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1: Transient cerebral hyperglycemia induces the translocation of DRPL to
mitochondria in the VMH and changes of mitochondrial morphology. (A) Western blot
analysis of DRP1 expression on mitochondrial membranes after an intracarotid injection of
0.9% NaCl (Control group, n=8), 9 mg/kg D-Glucose (Stimulated group, n = &) or 9mg/kg L-
Glucose (Osmotic control group, n=35). Representative immunoblots for mitochondrial DRP1
and CoxIlI (control for lane quantity) are shown. Results are expressed as density ratio of
DRP1/CoxII in arbitrary units (AL). One way ANOVA analysis, followed by Bonferroni post
test, *** p < 0,001, (B) Representative mitochondrial network of either NaCl (left panel) or
hyperglyeemic (right panel) treatment.

Figure 2: SiDRPI rats show decreased protein levels of DRP1 without affecting the other
main actors of mitochondrial dynamics and also exhibit an ¢longation of the mitochondrial
network in the VMH. (A) Representative immunoblots for VMH DRPI and Actin protein
levels in siIDRP1 or siControl rats 24, 48, 72, 96 h post-injection (upper panel). Relative
DRP1 expression quantification (lower panel) are expressed as the ratio of DRP1 density to
Actin density, There is a significant decrease in DRP1 protein level in siDRP1 rats 72 h post-
injection. n=3 for all groups; unpaired t-test (with Welch’s correction for time 24h), * p<0.03,
¥=% p < 0.001. (B) Relative DRP1 expression quantification in other brain regions 72h after
siRNA injection; n=5 for all groups, unpaired t-test (with Welch’s correction for LH) (C)
Immunoblot quantification of OPA1 and MFN2 (mitochondrial fusion proteins) and FIS1
{mitochondrial fission protein) 72 h post-injection, n =5 for all groups, unpaired t-test. Results
are expressed as the ratio of protein density to actin density. There is no difference in OPAL,
MFN2 or FIS] expression in siDRPl-treated animals compared to controls (D)
Representative confocal pictures after processing of VMH mitochondrial network of a rat
injected in the left side (left panel) with siControl and (right panel) in the right side with
siDRP1 72 h post-injection. Mitochondria are more elongated in the siDRP1-injected side.

Figure 3: General phenotype of siRNA DRP1-injected rats (A) Food intake 48h before to 72h
after ARC siDRP1 injection expressed in g of food ingested by g of body weight, n=17 for
each time and group; two way ANOVA followed by a Bonferroni post-test, *p=<(.05,
#p=0.01. (B) Body weight 48h before to 72h after ARC siDRPI injection in g. n = 19 for
each group, two way ANOVA followed by a Bonferroni post-test, (C, D) VMH NPY and
POMC mRNA relative quantification in siDRP1 and siControl rats 72 h post-injection,
Expression levels are measured as the ratio of NPY or POMC mRNA/18S mRNA (which is
not modified by the treatment). There i1s no change in VMH NPY or POMC mENA level in
siDRP1 rats. n=6 for siControl and n=7 for siDRP1; Mann Whitney test {C) and Unpaired t-
test (D). (E) PCR quantification of interscapular brown adipose tissue UCP1 mRNA.
Expression levels are measured as the ratio of UCP1 mRNA/IES mRNA (which is not
modified by the treatment). UCP] mRNA is increased in siDRP1 rats 72 h post-injection. n=5
for siControl and n=6 for siDRP1; Unpaired t-test, **p < 0.01. (F) Liver glycogen content in
siDRP1 and siControl rats 72 h post injection. siDRP1 rats showed a decreased liver glycogen
content. n=13 for siControl and n=12 for siDRP1 group: Mann Whitney test, *p < 0.05 . (G,
H) Basal glycemia (mM) (n=17 for both groups) and insulinemia (mU/L of siDRP] and
siControl rats 72 h post-injection, n=11 for siControl group and n=13 for siDRP1 group).
Unpaired t-test (G) and Mann Whitney (H).

Figure 4: Fission inhibition induced by VMH siDRP1 knockdown inhibits hypothalamic
glucose sensing, VMH mROS production and insulin secretion. (A) Peripheral blood glucose
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level after 9 mg/kg intracarotid glucose injection in siDRP1 and siControl rats, n=7 per group,
Two way ANOVA followed by Bonferroni post-test. (B) Plasma insulin level after 9 mg'kg
intracarotid glucose injection in siDRP1 and siControl rats. Intracarotid glucose injection-
induced insulin secretion is significantly impaired in siDRP] rats at | and 3 min post-
injection. n=7 per group; two way ANOVA followed by Bonferroni post-test, *** p < 0.001.
(C-E) VMH (C), Cortex (D) and Thalamus (E) mROS production in siDRP1 and siControl
rats measured 1 min after intracarotid glucose load. Data are represented as H2-DCFDA
fluorescence intensity in AU. mROS production is increased in the VMH (n=5 for siControl
NaCl, n=4 siControl glucose, n=6 siDRPI NaCl and n=4 siDRP1 glicose, one way ANOVA
followed by Bonferroni post-test, **p < 0.01) and not affected in the cortex (n=5 for siControl
MaCl, n=6 siControl glucose, n=6 siDRP1 NaCl and n=6 siDRP1 glucose, one way ANOVA
followed by Bonferroni post-test) or thalamus (n=6 for siControl NaCl, n=6 siControl
glucose, n=5 siDRP1 NaCl and n=5 siDRP1 glucose, one way ANOVA followed by
Bonferroni post-test) (F) Insulin release from siDEP1 and siControl rat islets at 5.5 or 16.7
mM extracellular glucose level. Insulin release is increased in response to 16.7 mM glucose
increase in siControl and siDRPI rats. n=12 in each group except for siControl 16.7 mM,
n=11; one way ANOVA followed by Bonferroni post-test, ** p < 0.01, *** p<0.001. (G)
Insulin release from siDRPI and siControl rat islets treated with acetyl-methylcholing
bromide (muscarinic receptor agonist) showed increased insulin secretion compared with
siControl group. Data are mean + SEM. n= 12 for siControl and n=11 for siDRP1; Unpaired t
test with Welch's correction, ** p < (L01.

Figure 5: Knockdown of DRP1 in the VMH alters the satiating effect of glucose and is a
ROS-dependent mechanism. (A) Time course of food intake after an 18-h fast. The food
consumption of control NaCl-injected animals was decreased by ARC glucose injection (0,12
M} Data are mean + SEM; n=10 for both groups, two-way ANOVA followed by Bonferroni
post-test, ** p< 0.01. (B) The food consumption of siControl rats injected with 0.12 M
glucose was decreased compared to siControls injected with 0.9% NaCl, whereas siDRP]
animals exhibited a complete loss of glucose-induced satiation and had a similar refeeding
than after NaCl injection. Data are mean = SEM: n=14, two-way ANOVA followed by
Bonferroni post-test, *** p< (.01 (C) Glucose injection into the ARC induced overproduction
of ROS in the siControl group, which was absent in the siDRP1 group during the refeeding
test. Data are mean = SEM; n=6, one way ANOWVA followed by Bonferroni post-test, ** p <
0.01.

Figure 6: Functional study of mitochondria in the VMH. (A) Basal respiratory capacities of
mitochondria from siControl rats and siDRP1 rats were equivalent. (B) siDRP1 mitochondria
displayed a decreased sensitivity to 10 mM glutamate (C) to 1 mM ADP (full activation of
ATP synthase). state 3, and (D) to 0.5 uM CAtr {(full inhibition of ATP synthase). (E) Percent
0> consumption of basal state resulting from CAfr treatment, state 4. {F) No difference in
maximal respiratory capacity was caused by the 0.4-uM CCCP treatment. (G) Respiratory
Control Ratio (RCR) (state 3/state 4) indicating the coupling level of mitochondria. (A-G)
Data are mean + SEM; n=8 for siControls and n=>6 for siDRP1, Mann Whitney test for (A),
unpaired t-test with Welch’s correction (B and C) and unpaired t-test for D to G; *p < 0.05;
¥ p o< 0.01. (H) UCP2 mRNA relative quantification. The UCP2Z mRNA level was not
modified in siDRP1 rats compared to siControl rats. Expression levels were measured as the
ratio of UCP2 mRNA/18S mRNA (which was not moditfied by the treatment). Data are mean
+ SEM: n=8 for siControls and n=6 for siDRP1 groups, unpaired t-test.
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Table 1: (FF) and (AR) are means+5EM of total analyzed mitochondria in ARC. NaCl group,
n=3 rats; Glucose, n=3 rats, 6 ficlds per rat, Mann and Whitney test for AR and unpaired t-test
for FF, *p=<0.05, **p=0.01
Table 2: (FF) and (AR) are means+SEM of total analyzed mitochondria in ARC. SiControl
group, n=3 rats; siDRPI group, n=3 rats, 6 fields per rat, unpaired t-test, *p=<0.05, **p=0.01

Table 1: Morphology analysis of mitochondria after NaCl or glucose treatment

NaCl Gle 9mg/kg
Mitochondria/Cell | 373983588 | 421.23£12.63
Form Factor (FF) 2.73+0.03 2.58£0.04%*
Aspect Ratio (AR) | 2,37+0.02 2.30x0.02%

Table 2: Morphology analysis of mitochondria 72h after siControl or siDRP1 treatment

siControl siDRP1
Mitochondria/Cell | 376864562 | 229 15£27.70%
Form Factor (FF) 2.4540.01 251007 %*
Aspect Ratio (AR) 2154001 2 08L0.01%
15
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FIGURE 2
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FIGURE 4
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PUBLICATION 2

La publication 2, publié dans Diabetes en 2009 par Corinne Leloup, est un travail
montrant le role de la signalisation par les mEAOs dans la libération d’insuline dans les ilots
de Langherans. J’ai participé a ce travail lors de mon arrivé dans 1’équipe par des dosages
biochimiques ainsi que des dosages d’EAOs, ainsi qu’aux dosages de la peroxydation

lipidique.
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Mitochondrial Reactive Oxygen Species Are Obligatory
Signals for Glucose-Induced Insulin Secretion

Corinne Leloup,! Cécile Tourrel-Cuzin,® Christophe Magnan,® Melis Karaca,® Julien Castel,®
Lionel Carneiro,' Anne-Laure Colombani,® Alain Ktorza,® Louis Casteilla,’ and Luc Pénicaud®

OBJECTIVE—Insulin secretion imwvelves complex events in
which the mitochondria play a pivotal role in the generation of
signals that couple glucose detection to insulin secretion, Studies
on the mitochondral generation of reactive oxygen species
(ROS) penerally focus on chronie nutrient exposure. Here, we
investigate whether transient mitochondrial ROS production
linked to glucoze-induced increased respivation might act as a
zipnal for monitoring insulin secretion.

RESEARCH DESIGN AND METHODS—ROS production in
response bo glueose was investigated in freshly isolated rat islets,
ROS effoe ts wore studied using o pharmacological approach and
caleium imaging,

RESULTS8—Transient glucose increase from 5.5 to 16.7 mmaol/]
stimulated ROS generation, which was reversed by antioxidants,
Insulin secretion was dose dependently blunted by antioxidants
and highly correlated with ROS levels, The incapacity of | -cells
to secreto insulin in response to glueose with antioxidonts was
aszociated with a decrease in ROS production and in contrast to
the maintenance of hgh levelz of ATP and NADH, Then, we
investigated the mitochondral origin of ROS (mROS) as the
triggening signal. Insulin release was mimicked by the mitochon®
dnalcomplex blockers, antimyein and mtenone, that generate
mROS. The adding of antinxidants to mitochondrial blockers or
to glucose was used to lower mROS reversed insulin secretion.
Finally, caleium imaging on perifused islets using glucose stim-
ulation or mitochondral blockers revealed that caleium mobili-
zation was completely reversed using the antioxidant trolox and
that it was of extracellular origin. No toxic effects were present
using these pharmacological approaches.

CONCLUSIONS—Altogether, these complementary results
demonstrate that mREOS production 12 a necessary stimulus for
glucose-induced insulin secretion, Mrabetes SBETI-G81, 2009

lucidating the mechanisms by which pancreatic

scells couple glicose sensing to insulin secre-

tion, a vital process in energy homeostasis, is of

prime importance. Although ATP production is
considered the main mitochondnal signal, detailed studies
show that insulin secretion cannot be restricted to ATP
synthesis, and numerous expenmental clues show that
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additional mitochondrial factors involved in glucose-secre-
tion eoupling are necessary, although not vet identified (1),

Transient ncreases In ghicose metabolism generate
MNADH and FADH,. leading rapidly to increased superox-
ide anion (0,) production: obligatorily associated with the
respiratory chain function, superoxide amon will be con-
verted into H,O, (2. This production of mitochondrial
reactive oxygen species (mROS)—transient beeause HO,-
inactivating enzvmes rapidly quench it before a damage to
the physiological conditions of the cell occurs—is now
recognized as an intracellular messenger (3,4). These
features make mROS a good candidate for rapidly regulat-
ing pathwaye that depend directly on metabolic fluxes.
Bazed on such a view, we recently demonstrated that
mROS production is required for hypothalamic glucose
and lipid sensing (5,6), These results lead us to speculate
that O, might operate more generally in nutrient-sensitive
cells and also to look for the role of mROS as a signal
involved in glucosesstimulated insulin secretion (GSIS),
Recently, a study revealed that HyO, is effectively a signal
of GEIS (7). Here, we provide clues that glucose-induced
mitochondrial O, production is an obligatory stimulus for
inzulin secretion,

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Male Waistar muts, weighting 230-300 ¢, were mamtained inoamimil quarters at
a constant temperature (21-23°C and with & 12'h light'12+h dark evele, Food
and water were available ad libitum. All rats were treated in accordance with
Eurapean Community puidelines, and our Jocal institution approved the
experimentation. Pharmacolagicnl sgents were all purmchased from Sipma-
Aldrich, excopt carbonyl cyanide mrehlorsphenylhydrazone (OCCF), which
was obtained from Calbiochem.

Izlet isalation. Rats were anesthetized using pentobarbital (4 mg 100 g body
wt ip.: Sanof Santé Animale, Liboume, Franced. Islets of Langerhans wen:
ignlated after collagenase digestion of the pancreas, as previously described
{8). Briefly, the pancreatic duct was ligated distally and injected with an
ice-chilled solution of collagenase {Type V collagenase; Sigrmal and 5.5 mmall
glucose in Hank's balanced salt sohation (HBS3: 137 mmalfl Ball, 5,56 mmalil
KL 407 mmall KaHCO,, 088 mmol] MgS0,, 0.44 mmeoll KHI'O,, 0,34
mmol] Na HPO,, 1.27 mmoll CalCly, 10 miel] HEPES, and 0.5% BEA). The
pine s was remaved and ineubated for 8 min at 37°C. The suspension was
repentedly passed through o 14gauge needle, After severl centnfugations
and resuspensions in icecold HESS, the dispersed pancreas was filbered
thraugh a 500 m sereen. The filteate was pellated and resuspended in 20 ml
Histopague 1077 {(Sigma), on the top of which 20 ml HBSS was carefully
Topered, After 20 min of centrifugaton at 2,500 rpm at mom temperature, the
ielets ware recovered from the interfsce and washed twice in HESS, The islets
were immediately used for static incubations or perifusion experimeanta.
Ingulin release, ATF, NADH, and ROS evaluations under static incuba-
tion, Insulin melense wis messured on the ishet batches o the supernntant
using radwimmunasesay. Groups of G0-50 islets wore first preincubated for
&0 min at 37°C in silicone-coated glasa tubes, in 1 ml KrebaRinger bic arbonate
HEFES buffer (KREH) buffer supplemented with 5 mgfml BSA {(fmction Vi
Sigmn) and 285 mmoll glucose, For the first 15 min of preincubation, the tubes
were passed with a mixture of 0,00, (85%5%). Over the preincubation
period, the medinm was eliminated and replaced with 1 ml ERBH-BSA
medum IKFI!RH hatfeer {140 mmalf] Mall, 56 mma ] KO, 0.5 mmol] NaH,T'ﬂ,.
05 mme k] Mes0,, 2 mme 1 NadO0y, 15 mmo il Catl, and 10 mma /] HEFPES

£k
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and 1% BSA (fractivn Vi Sdgma” containing the diferent glucose concentra-
tioms and/or pharmacelogical agentz 1 mmol] tralox, 1000 mall retencna, 20

mall antimyein, 1 mmoll glotathione ethylester, and 1 moll COCE
Kotenomea and antimycin partially block the electron transfer in the mitochon
1'|.I'IIII IZI'IIIiT.I {dﬂpl‘.l‘ldll‘lg LU e :I.‘I'I"I'JIL'IIJI'I‘II I‘a\nr‘inﬂ I’l'll.'! I"!Dl!til'll'l “It]'l I'I'.:III:!I!IJ'
lar O, and then increasing snion supersxide formation, which is itself being
rapidly comverted inte HaD, (via the mitechondiial manganese auperoxide
dismutase [MaSOD]. The islets were futher incubated for 30 min at 570 At
the end of this perod, the medium was stored a8 T 20°0 unbl assayed for
insulin, except for resecretion tests, The islets were sonicated, and ATP and
NADH contents were vegpectively determined using a bioluminescent kit
{Sigma-Aldrich) and a spectrophotometer o measure NMADH through the
ahsarhance at 40 nm, In experiments to determine mtraeellular ROS, wshets
were boaded with a fuerescent probe that corresponds to intracellalar H0,
increase, because the probe used (CMH.DCFDA) iz a classical HO, marker.
The incubation was conducted as previously described (8). At the end of the
experiments, islets were ansed and disropted using sterle water, After o
Srmin centrifugation (3,000 ¥ g, islet supematants containing the oxidized
product fHuorescing due to ROS were analyzed as previously deseribed (6).
Evaluation of insulin release during perifusion experiments. Kisetics of
insulin release in vitme were studied wsing the penfusion procedure alrepdy
describad (8L, Four columnes were run at the same time, each containing
E5-120 frashly isolated isletz of Langerhans. The parifusion medium contain
ing the basal buffer [2.8 mmol] glucose in KRBH containing 140 mmol] NaCl,
36 mmol KCL, 05 mmol] NaH PO, 005 mmal/l MgS0, 2 mmoel] NaHCO,, 1.5
mmoll CaCl, 10 mmoll HEPES, and 1% BSA (frection V: Sigmall was
supplementad with a high glucose concentration (167 mmolll andior the
pharmacalogieal agents 1 mmol] tolox (a vitamin E analog, invelved in the
synergic regeneration of anboxidant defenses, such as redoced glutathione, ns
well as a powerful scavenger of peroxide radicals in membranest and 100

mall votenone as peeded. The perifusion fluid was collected at 1omin
intervals and kept on bee until the end of the sxperiment. Fractions collscted
weere stored at E 20°C unti] assaved for insulin.
Measurements of islet intracellular free calcium concentration, Freshly
igolated islots were loaded for 1h with 5 mol] Fura-2A0M at 37°C in KREH
containing 115 mmall MaCl, 5 mmo )] KCL 24 mmel] NaHCO, 1 mmoll CaCl,
1 mmalfl MgCl, and 5.5 mmol] glucose and 5 mp'ml B3A, After kading, eight
ielets at a time were allowed o attach onte a polylysinetreated coverglass
transferved to a perifusion chamber placed on the stage of an inverted
Musrescant tni.\:mm:npu {Nikan D.i;lphuL Ch;ﬁmpigh}' sur Marme, France).
Canulags feeding mbe the chamber were connected to a penstaltie pump and
allowed a continuous superfusion of the islets at a flow rate of 1 mlfmin with
a 26 mmoll HEPESbuffered medium maintained at 370 containing 125
mmil] Mall, 5.8 mumel KO 1228 mma ] CaCl, 1.2 momel] MeCl, 5.5 mmall
glucase, and 1 mp'ml B3A, Intrcellulr free Ca® coneentration ([Ca* 1) was
determinad gz previeusly described (9,100, Briefly, a selected area of the islats
was excited at 340 and 380 nm alternatively {every 2 5, and the flusrescence
intensity emitted at 510 am was measured by using o Photosean I micnofu-
armmeter [Photen Technolegy International, Botek Kontron, St Guentin
Yvelines, Franca), The messurementz of successive 340380 fusrescence
ratios (B} reflect the cytosolic free calcium concentration that is abbreviated
as folkws [Cu"?h. Finally, caleium origin was investigated by imaging
intracellular Ca® setivity in presence of 1 mol] thapsygargn or 1 mmalll
BEGTA. Effects of ROS on depolarization were done in presence of the
antioxidant trolox {1 mmoll) by stimulating islets with 30 mmoll KOL Before
iglet measurement, backoround Muorescence was vecorded for both wave-
lengths in amens devoid of islets, and the dotn werne subtrcted from the
comesponding measurements of furaZ-loaded islats
Insulin resecretion test. After antimyein or rotenone exposition {static
conditiont for 30 min, islets were replaced for 30 min in 5.5 mowl] glocose,
insulin wis measured, and then islets were mnnsed and recexposed to 16.7
mmoll ghicose for the same lapse of time: de nove ineulin eecretion was
avaluated on supernatants,
Insulin radio immuﬂamay. Inaulin was measured 'la_'.-' means of a mdioim-
munopssay kit (Cis-Bio Intermabonal, Gif-sur-Yvette, Francel using "Fla-
baled porcine msulin trecer and tube coated with anti-porcine suines pig
antiserum. Rat insulin standard wae obtained from Linco EResearch (S
Charles, MO, The lower limit of the as=saYs Was 5 [.||:||>1"] with a vardation
coefficient of 6% within the nssays and of 8% between the assays.
Lipid perexidation determinations. Hydroperoxides in bislogical samples
were estimated wsing the Lipid Hyvdroperoxide Assay kit (Cayman: Alexis
Biochemicalsh. This method is based wn |i'_u-id extraction it chlomform,
1!]im:|nuﬁr|g i.ﬂh!'l'":!ﬂ!'ﬂ(!l:! c::us:!ﬂ h'ﬁ ]‘I'_ll'd'ﬂ:lﬂltﬂ ]'H!ﬂ:ll:'idl:! ar Itﬂl’]l:lgﬂﬂl:lll.ﬂ fc!rr.u!
0TS,
Btatistical analysie. Values are expressed as means + BE The statistical
significance of differences between two groups was determined by Student's
ttast, and multiple comperisens were made by ANOVA followed by Student:

LiTe ]

Mewman-Feuls test. For the regressions, a Pearson cormelation mateix LL‘ii.nK
SYETAT software was used, followed by o matix of Banfermn probabilities.

RESULTS

Glueose induces ROS production in isolated rat is-
lets. A glucose challenge (16.7 mmoll) during 30-min
incubation triggered a threefold increase of ROS fuores-
cence as shown in Fig. 14 This ROS production was
accompanied by a classical GSIS (Fig. 18 We then
investigated whether a causal link exists between these
twa events by quenching ROS rise using an antioxidant. As
expected, ROS production was completely abolished by
trolox, a vitamin E analog (Fig. 1A, Strikingly, this was
associated with a complete blunting of GSIS, suggesting
the involvement of ROS in GSIS (Fig. 18, To confirm
these data, we performed perifusion experiments, which
allow a dynamic view of insulin secretion. As was the case
previously, the presence of the antioxidant induced a
pronounced and significant reduction of GSIS (Fig, 143,
We then investigated whether a dose response might be
established between ROS production and insulin secre-
tion. This was achieved In static incubation by gradual
antioxidant levels to modulate ROS production under
GEIS (Fig. 1.0 and K. Under these conditions, the regres-
sion linking ROS production to insulin secvetion (r &
0.899) was highly significant (P9 0.001; Fig. 17. More-
over, kinetics of both ROS production and insulin secre-
tion were measured under GSIS and revealed the ROS
elevation shown at 5 min coincided with the start of
insulin secretion under static conditions. A plateau was
maintained for both ROS production and insulin secretion
during the 30 min that lasted the experiment (Fig. 24 and
B Altogether, these results indicated that ROS was pro-
duced under acute glucose stimulation and was vequired
for insulin secretion. Moreover insulin was dose depen-
dently released, reinforeing the fact that ROS could be an
important part of the in G3I3 signaling.
mRO3 mimic G3IS. To test whether mROS have the
ability to mimic G3I5, specific mitochondrial blockers that
increase mROS production were used. Rotenone and
antimyein, complex [ and IIT inhibitors, respectively, were
added to the 30-min static incubation with no glucose
challenge in basal plucose condition (5.5 mmoll). The
eoneentrations (100 mol/l rotenone and 20 mol/l anti-
myein) were chozen to mimic a similar ROS production to
that obtained with a 16.7 mmel] glucose stimulus (Fig.
34). Trolox (1 mmoll) or 1 mmoll glutathione reduced
ethyl ester cotreatment blunted the ROS fluorescence (Fig.
34 and the insulin release (Fig. 38, To assess this
response in a dvnamic model, perifusion experiments
were al=o conducted, The presence of the mitochondrial
blocker rotenone perfectly mimicked GSIS (Fig. a0},
which was significantly reduced in the presence of the
antioxidant trolox (Fig. 3€). To test our hypothesiz in
static incubation, we coadministered an antioxidant in a
dose regponse—dependent manner. It consequently dimin-
ished ROS production (Fig. 32 and £. ROS production
was clearly correlated to insulin secretion (re 0.883), and
the regression was highly significant (22 0.001: Fig. 38,
To confirm the mitochondnal ongin of glucose-induced
ROS, cells were cotreated with 16.7 mmol/] glucose and
the mild uncoupler CCCP (1 moll), which makes it
sgible to block the ATP rise without decreasing its level
11). This uneoupler accelerates electron transit by dissi-
pating the H® gradient, decreasing the probability of the
electrons reacting with oxygen and thus leading to the
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asecompanied by a classical GS1S, Quenching RO by trolex completely
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16.7 v, 16.7 mmol/ll trolox. € Dynamic experiments using perifusion
demonstrating the antioxidant-indueed reduction of G313, Three inde-
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and between 16.7 mmold glucose va, 16,7 mmell glucose ! trolox,

and £ Modulstion of glucoserinduced ROS production and GS1S l:l:r
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Fl;. 2. ROS kinetics paralleled insulin secretion in GSL1S. A- Intracel
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mmol/l glucose the lasting 30 min. ROS production appeared maximally
and reached a plateau at 5 min, & Insulin secretion immediately
followed this ROS production and sheared a similar profile

complete abrogation of ROS flusrescence as shown in Fig,
34 In this case, insulin secretion was completely blunted
(Fig. 3. Finally, the effectz of rotenone and antimyein in
the presence of 16.7 mmol/] glucose had been tested: They
increased the ROS production and insulin secretion more
efficiently than 16.7 mmoll glucoze alone or mitochondrial
blockers alone (data not shown), These results suggest
that increasing glucose to 16.7 mmol] (ie., electron do-
nors) while partially inhibiting the mitochondrial respira-
tion (slowing down the electron transit) led to the greatest
RO3 production, finally increasing insulin secretion.

MNADH and ATP increases are not necessary for
mROS-induced insulin secretion. The results presented
in Fig. 1 suggested that quenching ROS was strikingly
enough to blunt insulin secretion. Because ATP and
NADH—two crucial products of glueose metabolism and
respiration—have been considered as mam cellular trig-
gers for insulin secretion, we undertook a last set of
experiments to definitively rule out their involvement. As
shown in Fig. 4C and £ although both ATP and NADH
were highly significantly inereased, insulin secretion was
completely abolished when adding antioxidant as previ-
ously reported. In this case, only ROS enhancement was
ecompletely blunted (Fig. 44). In the reverse experiment,
using mitechondrial blocker 100 mol] motenone, a con-
centration that did not modify ATP and NADH concentra
tionz (Fig. 47 and /3 but ensured mROS production (Fig.
44), showed that insulin secretion was still stimulated
(Fig. 48 In these experiments, it is noteworthy that
inzulin secretion was aehieved with almost identieal levels
of ROS flusrescence produced either by 167 mmol/l
glueose or by rotenone, regardless of the high or basal ATP
and NADH levels (Fig, 44-I3, Moreover, no correlation
was obzerved between ATP and NADH levels and insulin
secretion. These complementary results strongly suggest

0,001, 16.7 mmolf] glucose ! 1 molid trolox vs. 16,7 mmoll glucose |
1 mmol/l trolox. & In these conditions, the regression linking ROS
production to insulin secretion (r. 0.899) was highly significant /<
0,001, AU, arbitrary unit.
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experiments, 7. 4 per group, Aand & Static islet incubation for 30 min in 16,7 mmalf glucose cotrented with trolox abolished ROS production
and blunted insulin secretion: *** P< 0,001, glucose 16.7 vs. 5.5 mmol]; ## P < 0,001, 16.7 mmoll glucose ! tralox vs. 16.7 mmol!] glucase alane,
Aand & Both MADH and ATF were incressed, although insulin secretion wis abolished when ROS were blunted: *F=< 0.05 or **/P< 0,001, 16.7

mmalfl glucose !

that mROS are robust stimulators of insulin secretion
independently of these other products linked to glucose
metabolism,
Effect of quenching ROS production on intracellular
calcium profiles after glucose, mitochondrial blocker,
or KCI treatment. Switching the extracellular glucose
coneentration from 5 to 16.7 mmol/ led to an increase in
[Ca**],. The L-uh*:equent addition of 1 mmol/] trolox led to
a marked fall in [Ca® ‘], to basal level in the following 5
min, suggesting that HU.‘:. quenching led to impared
[L‘f'f] mobilization (Fig. 54). Switching the extracellular
g]ur:cr-c- concentration from 5 mmold to 5 m]ml.l'lglus 100
mol/l rotenone first led to a transient fall in [Ca® ] in the
first 8 min, followed by a large sustained increase (Fig,
58 . The addition of the antioxidant trolox (1 mmol1) to
rotenone completely abolished the [Ca™]; mobilization

trolox vs, 16.7 mmall glucase alone, Conversely, 100 mel] rotenone (rot) stimulated BOS production and insulin secretion
{Anand £, independently of NADH or ATF ( Band 1, which were unchanged compared with contrals, *** P< 0,001, 5.5 mmall glucose &
vs, 5.5 mmalll glucose; §§§ P < 0,001 ar §7 < 005, 5.5 mmol] glucose ! rotenone v, 5.5 mmol] glucose ! rotenone |

ratenone
trolox.

(Fig. 58, showing that mROS production might i impor-
tantly serve as =ignalz mediating the necessary Ca™

recruitment for insulin secretion. Finally, Fig, 5 and £
show one reprezentative example of three experiments for
the [Ca®™], mohilization under either 1 mmoll EGTA
(chelating extracellular Ca®2 mm} or 1 mol] thapsigar
gin (irreversible inhibition of Ca2 pumps from intracellu-
lar stores), Inereasing the glucose concentration or adding
rotenone first trigeered a typical biphasie response; sec-
ond, the presence of EGTA {caleium-free medium) re-
sulted in a profound decrease of fluorescence fura-2 ratio
3400380, Le., intracellular caleium mobilization, for both
glucose and rotenone, suggesting the calcium might be
mainly of extracellular origin (Fig. 50, Figure 50 shows
the complementary experiment using thapsigargin, which
did not suppress the massive increase of [Ca™ |, whatever

Ix Modulation of rotenene-induced ROS production and GS1S by gradual antioxident doses, R(¥-dependent response might be established with insulin
secretion in static incubation, Three independent experiments, n. 6 per group: *** P< 0,001, rotenone! 1nmolltrolox ve, rotenone! 1 moll trolox:

P = 0001, rotenone {1 molil trolox ve. rotenone

secretion (r. 0.883) was highly significant #< 0,001, ', vehicle;
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1 mmol] tralox, & In these conditions, the regression linking ROS production to insulin
, glucose 16.7 mM: {E rotenene: X, rotenone ! trolox.
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% o Lo FIG. 5. Intracellular caleium profiles after glucose, mitochondrial blocker, or KCI
- treatment. 48 Intracellular caleium expressed as the ratic of fura-2 probe Auores-
o 2 cence (340 nm/380 nm) from basal conditions (5 mmald glucose) to 16.7 mmoli
=g 10 glucose. Addition of the antioxidant trelox significantly reverses the [Ca® || mobili-
= g zation clagsically obeerved with glucose concentration inerease. & The experiment
2w was repeated except that instead of raising glucose, 100 moll rotenene was added to
EE 13 izlets. Addition of rotenone frst led to a transient fall in [Ca® || the frst 8 min,
¢ E followed by a large and sustained increase. B Investigation of caleium origin using 1
E 3 mmoll EGTA after removal of Ca™ [rom the extracellular bath solution. Inereasing
5 = 050 the glugose concentration or adding rotencne first triggered a typical biphasic
= f reaponse, and the presence of EGTA resulted in a profound decrease of fuorescence
L KCl 30 mM fura-2 ratic 340:380 for both glucose and rotenone. IX Investigation of calelum origin
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o 5 i 15 20 28 30 moll rotenone did not suppress the massive increase of [Ca® 1. The experiment
time (s) shown is representative of three (glucose and mitochondrial blockers) or two (KCL)

with similar results.

the stimulus, glucose or otenone, However, the typical
biphasic rize dizappeared in both cases, emphasizing that
the first peak might required calcium of intracellular
origin. In the next experiment, we tested whether the ROS
seavenger trolox (1 mmol/l) would abrogate the calcium
effect of KCI. It had no inhibitory effect on KCHnduced
[Ca*® ], mobilization (Fig. 5.

Mo toxie effects are present in the model used. To rule
out a putative damaging effect on membrane integrity due
to peroxidation and a nonspecific oxidative stress of ROS,
lipid peroxidation wazs evaluated. Hydroperoxide measure-
ments were conducted on glucose and pharmacologically
treated islets. Mo difference in peroxidation in the phar
macologically treated groups compared with glucose was
ohserved (Fig, 64, To definitively exclude a toxic effect,

LiTh]

~cells previously treated with the mitechondrial blockers
for 30 min were replaced in a fresh medium, and insulin
was reevaluated before and after a glucose challenge.
Under these conditions, only a slight insulin release was
detected in the fresh medium under basal conditions, and
the ability of glucose to stimulate insulin secretion was
totally maintained after the pharmacological treatments
(Fig. 6.8, Altogether, these results exclude the possibility

of damaging effects of mtenone or antimyein on islets,

DISCUSSION

It is now accepted that amall fluctuations in the steady-
state concentration of RO3 may play a role in intracellular
gipnaling (3,12), Their pivotal role in nutrient sensing is
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FIG. &. Islet preservation under the different mitochondrial treatments,
A To exclude s damaging and nonspecific oxidative stress, lipid peroxi-
dation was evaluated. Hydroperoxides were evaluated on islets treated in
static incubation for 30 min with 100 mol] rotenone, 1 mold CCCF, or
20 mel] antimyeine compared with basal conditions, 5.5 mmel glucose,
Mo difference in these groups compared with glucose was ohserved, &
Insulin resacretion after the 100 mel rotenone or 20 meol/] antimyein
treatment consisted to expose islets to GSIS after they were stimulated
with the mitechondrial bleckers for 30 min and insulin was measured in
the miliew. They were replaced in basal glucose (5.5 mmoll) for 30 min
further, and insulin was reevaluated before a GSI3 was done. In these
conditions, insulin release was absent in the miliew in basal conditions,
and the ability of glucose to restimulate insulin secretion was totally
maintained after the pharmacological treatments. Thres independent
experiments, 7 . 6 ***F < 0,001, glucose 16.7 ve. 5.5 mmold. Bars
represent SE in all figures, They were not represented for perifused-islet
axparimants. Ant, antimyein: rot, rotenone

beginning to be considered in the literature since we
highlighted their requirement in hypothalamic glucose and
lipid sensing (5,6}, Here, we expand the question to the
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gold standard, and the main glucose-sensitive cell type, the

pancreatic | Fcells. The present results undoubtedly dem-
onstrate that glucose-induced mitochondrial ROS produc-
tion is an obligatory stimulus for insulin secretion,

In cells, mitochondria are the main source of oxidants,
Tran=ient-accelerated electron transport on glucosze stim-
ulation generates an H, O, burst in many cell types, mclud-
ing the "reells (13). Metabolism of substrates leads to
reduced formation of equivalents (NADH and FADH,) that
predispose to increased mROS through a direct effect on
the electron-transfer chain (14). Preceding studies point to
the crucial role of HoOl, which either acts as a transduc-
tion signal, normally coupling glucose metabolism to insu-
lin  secretion, or interruptz 1t depending on 1tz
coneentration (7,15-17),

In this study, the pharmacological approach was highly
justified because transient, moderate, and reversible
mROS production was requived (11, Cwrrently, no genetic
construction, even through a conditional control, permits
this fine regulation, In this study, we not only found that
insulin 15 released in a mROS dose-dependent fashion but
alzo that mROS are absolutely required for the secretion,
using different and complementary pharmacological ma-
nipulations. Our results are coherent and convergent, they
moreover are congistent with those of Collins and col-
leagues (7), who demonstrated that glucose increases
intracellular accumulation of HoOy, stimulating insulin
secretion in both isolated mouse islets and INS-1(832/13)
cellz, These results enhance the emerging view that gla-
cose induces a transient and moderate H,0, production in

scells. This light production iz made posszible becausze a
fine adapted system makes it possible to regulate the
process (antioxidant defenses) (7). The discrepancies ob-
served in the levels of ROS (either increase or decrease) in

cells exposed to glucose reported in numerous studies
(15,158,190 might be explained by the different exposure
times and glucoseculture conditions: it now appears
clearly that cyelic ROS production occurs in a time-
dependent manner (7). One of the regulating systems
operates through the nueleotide micotinamide transhydro-
genase, rapidly and actively regenerating redox balance
through the supply of NADPH, which simultaneously
dizsipates the proton gradient (200, The light and neces-
sary production of RO3 for insulin secretion during gla-
coge exposure might rapidly become inadequate when
time exposure 12 no longer controlled, due to the unbal-
ance of the redox-statusz regeneration, a process that iz
exacerbated in culture conditions.

The present data clearly point out the importance of
ROZ from mitochondrial ovigin, First, mitochondral ROS
mimic the glucose effect, Using mitochondnal blockers
that inerease mROS at a level similar to that of glucose,
inzulin secretion was wdentical to that produced by glu-
cose, Second, no extramitochondrial ROS was detected in
glucose and CCCPcotreated [ ~cells. This compound in-
creases pespiration and diminishes mROS generation. If
glueose has the ability to induce ROS production indepen-
dently of the mitochondria, it might be detected in a
condition that only abolishes mitochondrnal ROS produe-
tion (CCCP). This means that ROS produced in the time
course of glucose metabolism might be solely due to
mitochondria in our detection conditions. It strongly sug
peats that mROS are robust stimulators of insulin secre-
tion independently of other products linked to glucose
metabolism, such az NADH or ATP. Thus, even in the
presence of an NADH or ATP rise, G518 was systematically
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blunted when HOS production was abolished, Unfortu-
nately, NADPH. which 1= a potential mediator of GSIS, was
not detectable in our experimental conditions. We cannot
exclude its level changed by the mampulations used here,
maybe independently of ROS,

Mitochondrial blockers triggering insulin releasze in our
study are in contradiction with the results of Collins and
colleagues (7), who conclude that the ROS might not be of
mitochondrial origin. The difference iz the concentrations
we used, and az a vesult, the sole difference is baszed on
ATP levels that were unchanged in our model but down-
regulated in their study, The downregulation of ATP
content suggests a strong inhibition of exidative phosphor
vlation and might explain the discrepancies between the
two studies. The additive experiments on [Ca® ], suggest
mROS production being of importance, because the addi-
tion of the antioxidant trolox to either glucose or rotenone
completely abolished the Ca®® mobilization. The vesults of
Fig. 5 and Dhuggpﬁt mROS are important for the hlphnhw
effect on [Ca®™ ], because they totally mimicked the Ca™
mobilization pmﬁlt- seen with glucose, The ex plurauun of
the caleium origin suggests the first peak of Ca®® might be
of intracellular origin even through the second massive
increase appears to be of extracellular one. These results
are in concordance with part of the study of Knppeit
Drows-. et al. (17) who had extensively studied the origin of
Ca® under a concentrated Hy0, stimulus. Whether the
Ca*® influx might be due to A'I'P'sunmtlw E* channel
(K7 channell-induced depolarization was undertaken in
thiz study. In this case, H,0, caused the opening of the
channe] (the sultonylumu tolbutamide was able to reverse
the effect), and the sustained extracellular Ca®® influx was
shown to be due to a direct activation of 1type Ca™
channels in mouse ~eells (21-23) and recently in dopa-
mine neurons {24), These results are not in favor of the
partmlpaunn of the Kipp channels in the second sustained
merease of [Ca™ ], Moreover, even if ATP levels were
critical in these studles here, the pharmacological doses
of rotenone or antim}ftin A used were without effect on
ATP levels when compared with glucose controls (5.5
mmal/T}.

The -cell depolarization is a erucial event to activate
the insulin exut:,"wtil machinery in the early phase of
GEIS, and that is the reason why the ROS dependence of
depolarization-stimulated Ca®™® mobilization was investi-
gated, Our results indicate that mROS-stimulated insulin
secretion is an extracellular Ca® -dependent process, sug-
gesting that mROS may be involved in Ca influx. In
contrast, the evidence that the eXogenous antioxidant
trolox does not inhibit KClHinduced [Ca®® ], inerease sug-
gests that the voltage pathway works mdependentl:,r of the

03 pathway, These last results are in perfect concor
dance with those of Collins and colleagues, who did not
detect an inhibition of the antioxidantz on KClinduced
mmzulin release. Our results, combined with those of Col-
lins and colleagues, reinforce the idea that mROS belong
to the essential coupling factors for stimulating insulin
secretion,

Moreover, in our experiments, putative toxic effects
can be ruled out; both results of lipid peroxidation and
functional tests (GS13) were in keeping with intact islet
preservation. These data support that mROS signaling i=
of prime importance, although the underlying mecha-
nism(z} leading to insulin secretion is(are) far from
being identified.

Btrikingly, one 1= led to think that the classical ATP

0

elevation-induced Kip closure 15 not as determinant as
has been suggested, Different putative targets might be
involved, linking mROS to insulin pm-ductlcun. First, the
mitochondria itself mitochondrial Ca® rise is in part
H.0, sensitive and absolutely required for insulin secre-
tion (16,17). Second, the channels, which are involved in
membrane dprmlan?,amm (25). For example, transient
receptor potential channels may also be potential targets
because many of them ave H,0, sensitive (26—-31).

Altogether, these data point to the complex involvement
of mitochondrial metabolizm in GSIS. Moreover, the con-
sensual model of ATP as a coupling factor of nutrient-
induced insulin secretion 1= no longer as evident as
previcusly accepted. Finally, our findings support the idea
that mROS are obligatory signaling pathways of GSIS. The
mROS appear as the necessary balanced signal between
NADH supply on one hand and the ATP production on the
other hand, The understanding of this sipnaling might be
of prime importance in nutritional care of energy balance
and health.
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PUBLICATION 3

La publication 3, dans Journal of Neuroscience methods en 2009, a visé a mettre au
point une technique de mesure de I’activité de la chaine respiratoire mitochondriale dans le
tissu cérébral. Dans cette étude, différents modeles animaux ont été testé, (Zucker,
Hyperglycémique 48h). J’ai contribué¢ a ce travail par la mise en place du modéle de rat
hyperglycémique 48h nécessitant I’implantation chirurgicale d’un cathéter dans la veine

jugulaire permettant la perfusion de glucose durant 48h.
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Diffarent rolas of mitochandriain brain function according to brain area are now clearly emarging. Unfor-
tunataly, no techniqua is yet dascribed te invastigate mitochondria function in specific brain area. In
this articla, we provide a complate description of a procadure to analyze the mitochandrial function in
rat brain biopsies. Our two-stap method consists in 8 saponin permeabilization of fresh brain tissues in
combination with high-resalution respirometry to scquire the integrated respiratory rate of the biopsy.

:::':"“ In the first part, we carafully checked the mitochondria integrity after parmeabilization, defined experi-
Hypathalam u mental conditions te determing the respiratory control ratio (ROR), and tested the reproducibility of this
Miteehandria teshnique, In the second part, we applied our method o besl its sensitivity, As a result, this method was
Respiratian sansitive enough to reveal region specificity of mitechondrial respiration within the brain, Moreover, we
Matabolism detected physiopathological modulation of the mitechondrial funclion in the hypothalamus. Thus this

Cixidative phaspharylatian new lechnigue thal takes all cell lypes inlo acesunt, and does nol discard or selecl any milochondria

sub-population is very suitable le analyze tha inlagraled milochondrial respiralion of brain biopsies,

2 2008 Beavier BV, All righls reservad,

1. Introduction

Ower the last decade, research on milechondrial func-
lien has been greally enlarged, supported by availability of
new  specific losls, including milochendrial (racers, or lar-
geled mitochondrial pharmaceulics (Foster el al., 2008), and
by development of original techniques, such as mitochondrial
proteomics (Mathy and Suse, Z008). As a resull, mitochon-
dria is currently mo more viewed only as an ubiquitous enargy
supplier of cell, but rather as a receiverfintegrator organelle
invalved in numerous cell signaling pathways such as apop-
tosis, cell-cycle control, development, antiviral responses, and
metabolism (Goldenthal and Marin-Garcia, 2004; McBride st
al., 2008). Moreover, mitechondria can achieve different tissue-
specific functions, according te its compesition (Scarpulla,
2008)

In the brain, recent findings have established original roles of
milachandria in physiological precess such as neuronal matlura-
tion {Schuchmann el al, 2005}, neuronal plasticity (Maynman el
al., 2006; Mattson, 2007), glutamate meiabalism (Micholls et al.,
2007}, and nutrient sensing (Leloup et al., 2006; Banani et al., 2007).
Maoreover, analysis of brain mitochendrial function has brought
novel molecular basisin someneurodegensrative processes, Specif-
ically, chronic dysfunction of complex | or |l is being considered

* Corresponding authar, Tal,; +33 8 62 17 08 91; fax; +33 8 62 17 09 08,
E-mail address: benanial@ oul cuss.inserm fr (& Benanil.

DG5-027005 — 58 front matter & 2008 Blsavier BAL ANl rights raserved,
dod: 10,1076 jneumeth 200812 023

as potential cause of Parkinson's disease and Huntingten's dis-
ease, respectively (Beal, 2000). Furthermore, increased ROS |evels
from stressed mitochondria could be invelved in the development
of Alzheimer's disease, amyolrophic lateral sclerosis, and could
enhanes hypoxialischemia-mediated neurcnal injury (Moro et al,
2005; Lin and Beal, 2006).

Cuantitative analytical methods of the oxidative phosphory-
lation of mitochondria can provide a better undersianding of
physiclogical process and development of pathologies. Up to now,
functional analyses of oxidative phosphorylation and other bioen-
ergetic properties of mitochondria were based on respiratory
responses to conventional substrate-inhibitor titrations (Sperl et
al., 1997}, This requires that pharm acological com pounds can effi-
clently reach the mitochoendria. As a result, such investigations in
brain have been conducted on neural cell homogenates (Atlante et
al., 1998} ar on preparation of isolated mitochondria either fram
primary cell cullure (Almeida and Medina, 1997, Kristidn el al.,
2008), or frem freshly dissected brain explants (Moreira et al.,
2008). However, several flaws may possibly be generaled during
the course of the mitochondria isolation procedure from brain as
it occurs with others tissues (Rustin et al., 1934). Above all, sub-
cellular fractionation can discard sub-population of mitochondria
[Riva et al., 2005}, and the respirometry analysis might be then
not representative for the total pool of mitachondria, Moreover,
isolation of a sufficient working amount of mitochondria requires
large tissuslcell samples because of the limited yield of purifica-
tion methods (Rasmussen et al., 1997, Lobdo-Socares ef al,, 2005;
Kristiéan et al., 2006}). This can become technically challenging in
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attempt to study small specific brain area or nudleus in rodents,
In this regard, permeabilization protocols have been developed to
directly assessmitochondrial function within tissueswithout steps
of homogenization, centrifugation, and extraction, This has been
widely used in muscle studies (Sperl et al, 1997; Kuznetsov et al.,
2008), and it was recently applied to primary culture of cortical
neurons (Safiulina et al., 2004),

Here, we propose a method thal directly assesses the milo-
chondrial funclion in freshly dissecled brain lissues using a
permeabilization protocel in combination with high-resolution
respiremetry. Wedirst verified structural and functional integrity of
mitochondria within the permeabilized brain biopsy. We focussed
an the hypothalamus nucleus because recent data obtained by our
laboratory and others pointed out the role of mitochondria located
in this specific area in brain nutrient sensing (Leloup et al,, 2006;
Benani et al,, 2007; Coppola et al., 2007; Parton et al, 2007). We
then completed pharmacological settings in order to characterize
specific state 3, state 4 (as defined by Chance and Williams, 1955),
and respiratory control ratio (RCR) of this tissue, We also tested
reproducibility of our method and compared RCR of different brain
areas. Finally, an additional study revealed that this method was
sensitive enough o detect physiopathological modulation of the
mitechondrial function within the hypothalamus depending on Lhe
whole body energy state.

2. Materials and methods
21, Mediums

Mediums were prepared according lo the guide provided by
Oroboros Instruments (Innsbruck, Austria), the respirom eler man-
ufacturer. Technical sheols are available as pdfl files on the web site
at hitp:/fwww.oroborosats!. Briefly, solution A contained 250mM
sucrosa, 1g/LEBSA, 0.5 mM Ma:EDTA, 10 mM Tris—H, pH 7.4. Solu-
tion B (also named "Biops medium”) contained 20mM taurine,
15mM phosphocreatineg, 20mM imidazole, 0.5mM DTT, 10mM
CaEGTA, 0.1 M free Ca, 577mM ATF 6.56mM MgCly, S0mM
K-MES pH 7.1, Solution C (also named “Mitomed ROS") con-
tained 0.5 mh EGTA, 60 mM K-lactobionate, 20 mM taurine, 10mM
KHzPO4, 3mM Mgz, 110mM sucrose, 1g/L faity acid free BSa,
20mM hepes, pH 7.1,

2.2. Animals

All procedures involving rals were in stricl accordance with
the European Communilies Councll Directive (86/809/EEC), and
wers raviewed by our lecal commilles Tor care and use of lab-
oratlory animals. The study was performed on male Wistar Han
rats{275-300q) purchased from Harlan Laboratories. An additional
experiment was performed on lean (Fa'?; 280g) and obese non-
diabetic (fa'fa; 360 g) male fucker rats. They were housed under a
12hi12h light/dark cydle (light on at 7h) on an average ambient
temperatura of 22°C. They had free access to standard laboratory
chow (cat. number 2016, Harlan) and tap water. When required,
ratswere subjected to an 18 h-fasting avernight.

2.3, Hyperglycemia induction

Unrestrained rats were subjected 1o a long-term infusion of glu-
cosein theright carotid, as previously described (Laury et al,, 1991).
The infusion period started on day 2 after surgery and lasted 2
days. Infusion of 30%glucase (Sigma), al rale of 50 Umin, induced
hyperglycemia{around 20 mM ) for 48 h. Centrol ralsreceived saline
(Nad 0.9%.

2.4, Tissue permeabilization

The brain tissues permeabilization protocol was adapted from
that of muscle fibers, available on the web site of croboros (link:
hittp:\www .orebores.at/index phptid=protocol s c54), For tissue
collection, rats were killed by cervical dislocation, Brains were
quick|y remeved and placed in 15 mLof cold solution A. After dissec-
lion, brain tissues were weighled and translerred into Petri dishes
containing 1 mLof cold solution B. The whole dissected brain struc-
ture, i.e hypothalamus, olfactory bulb, or cortex, was cul into small
longitudinal pieces (Tmm = 1mm = 2mm). Medium was replaced
by 2mL of cold solution B complementad with 20 L of a freshly
prapared 5 mag/mL saponin solution_After 30 min at 4 " Cundar gen-
tle agitation, sampleswerarinsaed in cold solution C{3= 2min), and
further incubated 2 h at 4" Cunder gentle agitation.

25 0y consumption measuremeant

Creygen consumption was measured using a8 respirometer
equipped with a Peltier thermostat, Jark type electrodes, and
integrated eleciromagnetic stirrers (Oxygragh-2k, Oroboros Instru-
ments). Measurements were performed with continuous stirring
(780rpm) in 2mL of solution Cat 30°C The medium was equili-
brated with air for 30min, and permeabilized brain lissues were
transferred inlo the respirometer glass chambers. Afler slabiliza-
tion of the initial oxygen consumption, mitechendrial respiration
was stimulated by successive addition of substrates (10-30mM
glutamats, 2—4 mM malate), and 0.01-3 mM ADP {apparent state
3 respiration). 2-6 g'ml oligomycine, an ATP synthase inhibitor,
and 2.5-7.5 M antimycine A, a complex Il inhikitor, were further
added to block ATP synthesis (apparent state 4 respiration) and the
mitochondrial respiration, respectively. Oxygen consumption was
calculated using DataGraph software (Oroboros Instruments).

26, Bectron microscopy

Sampleswerefixed with 2.5%glutaraldehydein 0.1 M phosphate
buffer, pH 7.2 at 4" Cfor 4 h, and postfixed overnight with 1%aosmic
acid in 0.1 M phosphale buller, pH 7.2, Samples were Lhen deby-
drated in acelone, stained with 2% urany| acetale in acelone for
2hal 4" Cin adark roem, and embedded in epoxy resin (Araldite,
Auka). Ultrathin seclions were conlrasted with 2%lead cltrate in
waler for 1 min, and were cbserved with a Hitachi 7850 transmis-
sion electron microscopa.

27T Ralistical analysis

Datas are reported as the mean + SEM . Comparisons of groups
weramade using anan-paired udent's t-test or a Mann-Whitney
U-test, as appropriate after analysis of variance, and differences
among groups w ere considered as significant when p<0.05,

3. Results

31, Integrity of mitochondrial morphology and function in
saponin permeabilized hypothalamus

Electronic microscopy was used to compare the mitochon-
drial ultrastructure of fresh and permeabilized brain tissues, We
observed that the usual "two membranes plusinside cristae” orga-
nizatien w as censerved after permeabilization of blopsies (Fg. 1A)
Moreover size af mitechondria did not appreciably differ. We per-
formed three pharmacelogical lests le further evaluale integrily of
mitochondrial membranes, Upan injury of the outer milochondrial
membrane, dissociation of cytochrome ¢ from the inner mitochon-
drial membrane is favored by high concentration of salts, reducing
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permeabilized hypolhalamus {B) Reapiralory rates of permeabilized hypothalamus alter 10 M eylochrome o 10 M MADH, 1 M O00P addition. Values are mean £ SEM.

[n=E}, "Significant diffarance from basal (p<0,08}.

consequently the respiratory flux, Addition of 10 M cytochrome
¢ did not modify the respiratery rate of biepsies (Fig. 1B), indi-
cating that tissue permeabilization did not induce depletion of
cylochrome ¢, and thus did nol affect ouler mitochondrial mem-
brane. In physiclogical conditions, MADH cannol diffuse from
cylosol loward the milechendrial matrix unless injury of the inner
milachondrial membrane. As expected, addition of 10 M NADH
did not increasad the respiratory rate of biopsies (Fig. 1B),indicating
thattheinner mitochondrial mem branew as also preserved. By con-
trast, 1 M CCOCP achemical uncoupler, was sufficient to accel erate
the respiratory rate of biopsies (Fig. 1B), suggesting the functional
coupling of the oxidative phosphoryl ation system in permeabilized
brain biopsies.

3.2, Pharmacological setup for respirometry analysis on
permeabllized hypathalamus

In the first set of experiments, we tested whether the intensity
of the Op flux was propoertional to the guantity of the brain tis-
sue. We observed a good linearily of signal belw een the delected
brasal respiraticn and the mass of lissue (Fig. 24). The range of lin-
sarily was comprised belween 8 and 65mg of lissue (rf =0.87).
In the second set of experiments, we defined pharmacological
conditions to assess the mitochondrial respiratory capacity. This
requires saturaling concentrations of substrates to supply the
respiratory chain, and of adenylates to supply the coupled phos-
phorylation complex. Therefore, we performed titrations with
the usual combination of glutamate plus malate, and ADP on
half-hypothalamus weighting around 28-30mg to determine the
specific non-phosphorylating (substrate-driven} respiration and
the state 3 (substrates/ADP-stimulated) respiration, respectively. In
hypothalamus, nen-phosphorylating respiration was reached after
addition of 20mM glutamale (Fg. 2B}, whereas malale failed Lo
further increass the Op consumplien even al high concentration,
e 4 mM (Fig. 2C). Apparent slale 3 wascblained aller supplemen-
tary addition of 1 mM ADP {(Fig. 20}. We then added oligomycina,
an ATP synthase inhibitor, in order to obiain the ADP-independant

apparent stated whilerespiration isonly driven by substrates. M ax-
imal inhibition of ATP synthase w as achieved with the conventional
2 g'mL dosa (Fig, ZE}. This apparent state 4 was similar to the
respiration flux measured aller substrate addition indicating that
endogenous adenylateswers all washed oul after parmeabilization.
Finally antimycine &, a complex |l inhibiter, was added as a con-
Lrol to ensure that the measured Os consumplion corresponded Lo
the mitochondrial respiration. Addition of 2.5 M antimycine Awas
sufficient to procurs full inhibition of the mitochondrial respiration
(Fig. 2E). As a result, we propose the following sequence: 20mM
glutamate+1mb ADP+2 g'ml cligomycine+25 M antimycine
A, to determine specific respiratory control ratio (RCR) of per-
meabilized brain tissues, defined as the state 3/state 4 ratio,
As significant Op consumption still persisted after antimycine
treatment, subtraction of the non-mitechondrial Oz consump-
tion from apparent states 3 and 4 was done in order o acquire
specific respiratory chain-related states 3 and 4, and deduced
RCR.

3.3, Region-specific mitochondrial function in the brain

We carried oul Lhe abeve pharmacelegical prolecel en several
half-hypothalamic biopsies and obtained similar respiratory pro-
file (Fg. 3A). We found satisfactory reproducibility of this method,
as standard deviations of each pharm acological step did not excead
morethan 16%for six animals, Resultsaresummarized in the Fig. 3B,
We deducted the specific RCR of hypothalamus at 237+ 035 We
then conducted the same pharmacological analysis on other brain
aress, such as alfactory bulbs and cerebral cortex (Fag. 3C). This
method pointed out significant difference in the mitochondrial res-
piratory function amongdistinet brain structuressince the olfactory
bulbs displayed a higher RCR (4 463 0.45) than the hypothala-
micane. RCR of the cerebral cortex (2.08 £ 018) was nel different
fream Lhe hypolhalamic RCR To further characterize the hypolhala-
mic mitochondrial respiration, titration with ADP was performed
(Fig. 3D) and the apparent affinity of respiration for ADP was
deducted as Km =0.05% 0.01.
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34, Modulation of the hypathalamic mitechondrial function by
the metabolic status

We finally carried out the pharmacological analysis of the
hypothalamicrespiration under fasting, hyperglycemia, and genetic
abesly. These three dislincl conditions reprasent experimental
models of physiological and pathological changes in the whole
bady energy metabolism . We calculated hypothalamic RCR in each
condition {(Fig.4). During fasting, the hypothalamic RCR was signif-
icantly increased by 1.8-fold reaching 3.85 + 0.25. Hyperglycemia
induced a dramatic increase of the RCR by 2.4-fold, corresponding
to 573+ 061 Hypothalamic RCRin lean and obese Zucker was sim-
ilar (2.87+ 0.21 vs, 297+ 0.18, respectively), and not significantly
different of that of the Wistar strain.

4, Discussian

Functional analysesofthe bioenergetic properties of brain mito-
chondria can provide a better understanding of the biclogical
mechanismsthat cccur duringnormal brain function aswell asdur-
ing neuropathology. In this regard we adapted to brain biopsies a
standard procedure that allow s the guantitative study of the oxida-
live phospherylation. This procedure isbased on apermeabllization
and washing preparative step of Ussue coupled with a substrale-
inhiitor titration using high-resslution respirometry. Inthisarticle
we describe the procedure and attest that the method can be suc-
cessfully applied to the brain with respect to the mitochondria

integrity. Marginteresting, thismethod issensitive enocugh to reveal
aspecific modulation of brain mitochondria function under both
physiological and pathological conditions

The adaptation of the permeabilization protocol first required
to carefully check the integrity of the mitochondria. Uitramicro-
scoplc images revealed that both ocuter and inner mitlochondrial
mem braneswers clearly identifiable and intact, and the mitochon-
drial matrix displayed no signs of osmolic swelling or damage.
This is consistent with the complementary pharmacological tests,
which demonstrate the functional integrity of the organelle. Other
tests (not shown) were conducted to define experimental condi-
tions to ensura the reproducibility and the stability of the oxygen
flux detected by respirometry, & 2 h-incubation in cold medium
before oxygen measurement was necessary to obtain the complete
wash out of endogenous substrates and nudectides, giving invari-
able basal oxygen consumption, A& shorter incubation, ie 15min
as already used for muscle bicpsies (Sperl et al., 1997), produced
too high variability in the basal oxygen consumption, In contrast, a
longer incubation (18 h) led to an invariable but reduced basal oxy-
Gier comsum ption. Al Fespirom elry experim en s were perlorm ed at
30°C.Thisallowed long lasting analyss of the oxygen flux superior
te 1 h. Oxygen flux measured al 37 "Cwashigher bul displayed asig-
nificant decline over the time. Finally pharmacological titrations of
the respiratory chain with substrates and inhibitors were adapted
to brain biopsies, in respect to the spedific enzymatic equipment
of this tissue. Concentrations of glutam ate required to saturate the
mitochondrial respiratory capacity were higher than that of muscle
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(Saks =t al., 19938), confirming the well-established physiologi-
cal diversity of mitechendrial oxidative phosphorylation (Benard
ef al,, 2006), Qur particular observations are probably related to
specific brain metabolic properties. For instance, mitochondrial
glutamate dehydrogenass |s parlicularly active in astrocyles, pre-
venting glutamate-induced neuroloxicly {Zaganas el al., 2001;
Duchen, 2004). In brain biopsies, malale failed 1o stimulale the
respiratory flux. Previous studies have shown that brain mitechon-
dria efficiently utilize glutamate by oxidative deamination without
addition of malate, which isonly reguired for oxidation of pyruvate
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Fig. 4. Medulaticn of hypathelam ic respiraltery contral ratio by the nutritionsl sia-
tus, Hypot halamic RCRs ware calculated in fed, fasted or hypargiycemic Wistar rats
and compared with thase of lean or abese Zucker rats. Values are mean & SEM.
[n=E). " and *Sgaificant differencs from fed rals (p<0.05 and p<0.001, respec-
thealy),

(Ozawaet al., 1966; Katyvareet al., 1977}, In our study, the saturating
dose of ADP required for reaching state 3 was 1mM. It was simi-
lar to that previousdy defined for primary cultures of rat cerebellar
and cortical neurons, and astrocytes, e, between 0.5 and 2mM
[Allante et al, 1998; Safiulina et al.. 2004; Kristidn et al., 2008), bul
also for muscle (Sperl el al., 1997; Saks el al., 1998; Kuznetsov el
al., 2008). Moreover, 100 M APSA, an adenylale kinase inhibiler,
produced a non-significant 4.2 + 1.4%decrease in the stale 3 respi-
ration (n =3 expariments), suggestingthat adenylate kinasescannot
greatly account for the ADP consumption. Therefore, we did not
over-estimate the required ADP concentration in regard to adeny-
late kinases activities, Finally, the apparent affinity of respiration
for ADP, which was Km =005+ 0,01, was also comparable to that of
muscle even if it could vary from 002 to 0.3 mM according to fibers
and species (Saks et al |, 1998; Birkedal and Gesser, 2003). Conven-
tional dese of oligemycine (2 g/mljand antimyeine A (2.5 Miwas
sufficient to achieve their full inhibitory effect, Using this adapted
pharmacological sequence we have defined RCR of brain biopsies
batwaeen 2.37 and 446 in physological conditions, according to
brain areas. A distincl pharmacological strategy was carried oul
using 5 M carboxy-atractylate (CALr) Lo acquire the slale 4 respi-
ration and the consecutive RCR. GALr is a highly selective inhibitor
of oytosolic side-specific mitochondrial ADPATP carrier, ie. ade-
nine nuclectide translocase (AMT), which prevents the transfer of
adenosine nucleatides into the mitochondrial matrix. Similar RCR
valuewas obtained using either CAtr or oligomycine confirming our
methodology, Othersprevious studiesfocused on brain metabolism
showed higher RCR{Almeidaand Medina, 1998; Atlante et al,, 19958;
Kristién et al., 2006}, How ever, we noticed that the RCRvalue could
be technically challenged depending on the temperature of the
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assay. Under a 37 "C-controlled experimental condition as set in
these earlier studies, state 4 islower due to arapid inherent decline
of the basal respiration, increasing the RCR. Above all, we show
that distinct brain areas displayed specific RCR, which can explain
the discrepancy among studies, The apparent heterogeneity in the
mitechondrial function within brain areas should be certainly cor-
related to the intrinsic cell diversity and compoesition of each area,
In thisway earlier studies have show n dilference in oxidalive phos-
phorylation belw een astrocyles and neurons {Almeida and Medina,
1987, Waagepelersen el al., 1999). Even more, morphology of mito-
chondria and composition of the respiratory chain of these tlwo cell
typesaresingular (Bolanos et al., 1995, Kristian et al., 2006). Recent
data indicates also that mitochondria size and mass are naot tha
same for all neurans, which can enhancs the region specificity of
the brain mitachandrial function (Liang et al., 2007). Therefore, our
new techniguethat takes all cell typeinto account, and doss not dis-
card or select any mitochondria sub-population isvery suitable to
analyze the integrated mitochondrial respiration of brain biopsies.

By using such protocel, we demonstrated that the hypothala-
micmitochondrial function could be affected in some conditionsin
which the whole body energy siatus is altered, Relevance of such
findings remains lo be elucidated. However, this is consistent with
recenl observations showing thal seme mitochondrial-triggered
hypothalamic tasks could be modulated or altered by the nutri-
tional status. During fasting, brain lipid sensing is abolished by an
increase in the hypothalamic mitochondrial uncoupling {Banani
at al., 2007). Moreover, fasting-induced UCP2 activation in NPY
neuronsiscritical for increased excitakility of thess orexigenic neu-
rons and consequent rebound feeding following food deprivation
{Coppola et al, 2007). Fasting-induced uncoupling is probably due
to the persistent and massive increase in circulating non-esterified
fatty acids during lipolysis, which act as mitochondrial uncouplers
and enhance UCPs activity (Suse et al,, 2006, Andrewset al., 2005),
In the present study, the completew ash out of brain biopsiesin BSA-
cantaining medium limits interference with extrinsic regulatory
molecules such asfally acids. Accordingly. the constitulive increass
in RCR value in hypothalamus after fasting revealed in this study
could com pensate the falty acid-stimulated UCPZ activity to avoid
anaoxious drop in ATP synthesis. Besides, chronic UCP2-mediated
loss of glucosa sensing in glucose-axcited neurons might have a
pathogenicrolein the developmeant of type 2 diabetes (Parton et al.,
2007). Fnally, efficient coupling within hypothalamic cells seems
to becrucial to the regulation of the energy homeostasis. Our tech-
nique that allowsdirect pharm acological analysisof the respiratory
chain could bring more details to strengthen this concapt,
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PUBLICATION 4

Dans la publication 3, j’ai contribué au travail d’Anne Laure Colombani publié en
2009 dans Diabetes, en participant aux tests fonctionnels utilisés dans 1’étude : injection
carotidienne de glucose pour la détection hypothalamique du glucose, ainsi qu’aux dosages
d’EAOs. Ce travail a permis de montré un défaut de la signalisation par les EAOs au niveau
hypothalamique, responsable d’une altération de la détection hypothalamique du glucose dans

le rat obése Zucker.
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Enhanced

OBJECTIVE—Recent data demonstrated that glucose sensing
in different tissues 15 nitiated by an intracellular redox sipnaling
pathway in physinlogical conditions, However, the relevance of
guch a mechanism in metabolic disease s not known, The aim
of the present study was to determine whether brain glucose
hvpersensitivity present in obese Ziicker rats 15 related to an
alteration in redox signaling.

RESEARCH DESIGN AND METHODS—Brain glucose sens-
ing alteration was investigatod in vive through the evaluation of
electrical activity in arcuate nucleus, changes in reactive oxygen
gpecies levels, and hypothalamic glucose-induced insulin secre-
tion. In bhasal conditions, modifications of redox state and
mitochondrial functions were assessed through oxidized glata-
thione, glutathione peroxidase, manganese superoxide dis
mutase, aconitase activities, and mitochondral respivation.

RESULTS—Hypothalamic hypersensitivity to glucose was char-
acterized by enhanced electrical activity of the arcuate nucleus
and increazed insulin secretion at a low glueose concentration,
which does not produce such an effect in normal rats. It was
associated with {) increased reactive oxygen species levels in
response to this low glucose load, & consttutive oxidized
environment coupled with lower antwxidant enzyme activity at
bath the cellular and mitochondrial level, and 3 overexpression
of zeveral mitochondrial subunite of the respivatory chain
coupled with a global dvafunetion in mitochondrial activity,
Moreover, pharmacological restoration of the glutathione hy-
pothalamic redox state by reduced glutathione infusion in the
third ventricle fully reversed the cerebral hypersensitivity to
glucosze,

CONCLUSIONS—The data demonstrated that ohese Fucker
rats” impaired hypothalamie regulation in terms of glucose sens-
ing i3 linked to an abnormal redox signaling, which originates
from mitochondria dysfunction. Diaberes 58:2189-2197, 2009
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Hypothalamic Glucose Sensing in Obesity:
Alteration of Redox Signaling

Anne-Laure Colombani,' Lionel Carneire,’ Alexandre Benani,' Anne Galinier,! Tristan Jaillard,’
Thibaut Dupare,! Géraldine Offer,’ Anne Lorsignol,! Christophe Magnan,® Louis Casteilla,’
Luc Pénicaud,! and Corinne Leloup!

t is well established that the brain has a critical role

in regulating the energy needs of the body (1), Bath

carbohydrate and lipid stores are monitored by the

brain using metabolic, hormonal, and neural signals
from the periphery (2,3), These signals enter the brain and
trigger newroendocrine and autonomic responses that
maintain energy homeostasis (4,5). Among the metabolic
signals, glucose has long been identified and the physio-
logical relevance of hvpothalamic glueoresponsive neu-
rons has been directly demonstrated (6). The molecular
mechanisms underlying the glucose responsiveness of
neurons in the hypothalamus exhibit | ~cell analogv invo v
ing GLUTZ, glucokinase, and K, channels (7-10). Re-
cently, a novel signaling pathway involving mitochondrial
reactive oxvgen species (mROS) was identified (11-13),
Both pancreatic and hypothalamic studies pointed to
mROS a5 a necessary signal to initiate the response to
“plucose sensing” (e.g., insulin secretion). These studies
suggest that a finely controlled mBOSE production depend-
ing on mitochondral activity might be considered as a
master physiological messenger in metabolite-sensitive
cells.

Obesity 15 a major health problem in Western societies
coupled with a high risk of developing insulin resistance,
Rodent experimental models of obesity display impaired
metabolic and hormonal brain sensing (14). Recent work
demonstrated that the alteration of the hypothalamic
glucose-sensing mechanism was sufficient to induce dra-
matic effects on energy balance correlated to mitochon-
drial abnormalities (6,15). Zicker rats exhibit a strong
presence of obesity and an insulin resistance with dra-
matic autonomic disturbances, that is, modification of the
sympathovagal balance (16,17). This mode] is also charac-
terized by cerebral hypersensitivity to glucose, which
initiates an abnormal vagus-induced insulin secretion
(18,19). In this study, we =et out to determine the role of
redox signaling in hypothalamie hypersensitivity to glu-
cose 1n this model of obesitv. In addition, hypothalamic
electrical activity has been characterized and shown to be
corvelated to aberrant mROS levels, redox state, and
mitochondrial activity, Finally, restoration of the redox
state fully reversed the cerebral hyvpersensitivity to
plucose,

RESEARCH DESIGN AND METHODS

Genetically abese (fd) and lean (Fa') male Zleker wts (7 weeks old
Phllr‘ll!'ﬁ RJ'r'\(!I'!l wETE hl:lllﬁl!d. in i (:IJT\rIEII]IH‘{ I.‘H'r'iﬂlﬂml.‘ﬂr [1"‘_"'1 Ilahhll']lilk -I!:\'Hl':!.
lights on at 700 ase, 22°C) and fed ad libitum (Hardan, Gannat, Franee).
Burgeries and experiments were perdormed under pentobarbital anesthesia
LN mp‘kg. Centravet, Thinan, Francel except where noted. All pﬂ)l:lr«l‘luﬂlﬁ
involving rate were in aeeordance with the Eurepesn Communities Coumneil
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FIG. 1. Schematic representation of experimental procedure for reduced glutathione infusion { GSH-EE, reduced glutathione ethyl ester).

Daractive (SHGINEEC) and reviewed by a local committes, All expariments
were carvied out after a period of 3 h fasting beginning at time of lights sn
Intracarotid injection of glucose toward the brain. A cotleter was
inserted inte the cambid artery and pushed an 5 mm an the crananl direction.
Achalus of 3 or 8 mp'kg glucose in 100 | of adaptad saline concentration was
injected toward the brain in 30 2, Baline and glucose in saline selutions were
equissmolar (300 mOsem).
Neuronal activity recordings. Multiunit mecordings within amuste wen:
made using a monopelar platimum slectods {Phymep, Pans, France! as
pravioualy deseribed (200, Rata were placed in a stereotaxic apparatus (David
Bapf), and amuste nuelows was targeted according to eoordinates abbainaed
from Pazinos stereotaxic wtlas: ¥ 50 mm pesteror to bregma, € 57 mm under
the brain surface, and 0.4 mm from the midline, Action potentials were
displayed and saved om a computer after initial amplification through a
low-noize amplifier {BID amplifier, AT Instrument, Rabalot, France). Data
weere dyntized with a Pewerlab/dsp digitzer, Signals wers amplified 10° and
filbared at low and high frequency cuteffs of 100 and 1,000 He and monitored
with the Chart 4 computer program. Baseline unit activity was recovded for 10
min before mfusion of a rn:rlpuunﬂ. Multiunit nﬂ:uhlillga were masde in
response oo 100 | intracamotid psilaters] imection of either saline or
glucase,
Oamotic pump implantation. Cannula {Plastica one, Phymep) was targeted
1o the third ventrick: (26 mm postersor o the bregema and 1000 sum below the
dura), Four days later, anly mts with dipsogenic effects (angiotensin 11, 60
pmol, 3 1 SgmacAldnch, St Guentin Fallavier, France) were used for
intracarchroventricwlar infusicns. Four daye later, the samoetic minipuamp (1
'k, 3 daye, mode] 100800 Alzet, Chades River, St Gertmain sur 'Arbresle,
Frunce) filled either with FESHEPES (5 mmolD ar with glotathione O mel)
(21} {Sigma-Aldrich! was implanted under isoflurane gas anesthesia, Experi-
ments wers performed 3 davas later (Fig. 10
Mitochondrial extraction. Animals wers killed by cemvical dislocation
Brains were remaved and immediately immersed inoceenld PRES-HEPES (6
mmoll), Dissacted tisswes ware immersed for 15 min in a buffer A (10 mmol/]
HEPES, 10 rumal/l KCL 240 mimel] sucrose, protease inhibitor cocktail tablet
[f_'um]ﬂulle Mini: Roche, Nl:}'h.itl. France]) and hbj:lugbnj:ud. with a dounce
homogenizer (7.5 V10 mg tissues of buffer &), The homogenate wis resus
pendied in 126 V10 mg tissues of buffer A and centrifuged (1,000 7 g, 10 min,
4°C). The supematant was centrifuged (12000 ¥ g, 10 min, 4°C). The
rermaining mitocbonddal pellet was resnspended sither in 82 V10 mg tissues
of buffer B (10 mmol] HEFES, 420 mmoel] NaCl, 0.5 mmaol Dithiothreitol, and
proteaze inhibitor cocktail tablat) for Western blot analyeis orin 165 110 mg
tissues of Mitomed RS solution (0.5 mmol] BOTA, 60 mmal'l K-Lactobionate,
) e I Tavrne, 10 aumall IE-I,‘PDL, 3 mmalll MgCL 110 mma L] suersas, 1
'l free fatty poad BRA, 20 mmol] HEFPES, and pH & 7.1} for l:l‘ cansumphion
messurament.
Immunoblotting analysis of respiratory chain complexes. Mitochondrial
proteins {10 g wers separmted on SDE-PAGE 15% for OXPHOS immunala-
beling, using n cocktall of antibodies that meeognmizes respirmtory chmn
complexes, After transter onte & Hybond membrane (Amersham, GE Health:
care, Ramonville, France), blocking was performed for 1 h at room tempera:
ture in 5% menfal milk prepaved in Trasbufered saline with tween 0.2%
Membranes wen: probed with 10500 of mowse ant-OXPHOS (Mitoscwenees,
Euramadax, Soutfelweyersheim, France! overnight at 4°C, Specific bands of
ONFHOS were detected wsing a pgoat antimouse perexidaseccenjugated
secondary antibady {Amersham) vevealed with a chemioluminescence kit
{Amersham! and exposed to automdiographic flms. Immunclebeled bands
were quantified from densitometry analysis,
0, consumption measurement on mitochondria. Oxygen consumption
wis mensured wsing o respivometer {ﬂx)'p:r.:ph'?.ki Orolboras Instruments,
Innshruck, Austrin} ns previously described (220, Mepsurements wers taken
with stirring (750 rpmd in 2 ml of Mitomed K05 at 30°C. The medium was
equilibrated with air for 30 min, and miochondria (200 g} were transfemred
nin the n‘.sp:lmrru:l.r:l‘s [hlss ¢ hambers. Matochomdral :n:ipiraﬁcln was st
lated by the suceassive addition of substrates 1, 5, and 20 mmal/] glutamate to
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achiove the apparent state 2, Then, 0.1 mmal/] ADP was added to achieve the
apparent state 3 respivations. Next, 5 mol] carboxy-atractylate (CAty) was
added to bleck ATP synthesis and achiove the apparent state d nespivation
Finally, 1 malll potassium cyanide (KCHNF was sdded to ohtain the nonmito-
chondrial £, consumption. Mitochondrial states 2, 3, sand 4 were caloulated by
subtracting the nonmitochondrial Oy, consumption from apparent states. The
respiratory conbrol ratie (RCR) was the state 34o-state 4 ratio. Uncoupled
Tespiratien was pssessed using glutamate (30 mmoll), CAtr (5 mel), and
palmitate (300 mol/l} stimilation. Carbony] cyanide mrchberaphenylhydra
zone LCOCP, 04 melD), a chemical uneoupler, was used to measure the
maximal respiration. Osygen consumption was caleulated using DataGraph
software. Mediy were preparsd according to the guide provided by Omboms
Instruments, Technical shests are available on the company Web site at
hittpeftwrarw orsbo e atd.

ROS8 level measurement. One minute affer glocoese injection, rals wene
decapitated, brwins quickly memaved, and hypothaliomi wnd thalaomi dissected
an icecooled glass plate, Brain areas were immediately frozen in nitrogen
liguid and stored at ¥ 8000, ROE were assessad with the 2-T-dichboro flunres:
cein diacetate prabe (23 (Invitrogen, Cergy Pantoise, France) and quantified
in g fluprescent plate reader at 555 nm o under excitation st 450 nm using a
microplate reader (Victor Wallace, Perkin Elmer, Courtaboeuf, France
Aconitase activity measurement. Maximum aconitase activity measure:
ment was pedformed wsing a protoco] already deserbed (24). The photo-
chmme was measured ot 525 nm using the UNTRON Spectropha tomister 922
Enzymatic and nonenzymatic antioxidant, Tissue pieces were homoge
nized in a lysiz saline solution (3 mmoll EDTA, 150 mol1 KO, and pHe 743
Homogenates (50 1} mixed with 450 1 of 5% metaphosphoric acid wers fsan
centrifuged (1,500 1 g 10 min, 47Ch Final supernstant was used for
glutathione and antioxidant engyme assays, Glutathione assay was performed
by reverse-phase high-performance liquid chromatography (HPLC) as previc
ausly described (25). Total glutathione (G8x) was the sum of reduced
glutathione (GEH) and twofold oxidized gltathione (G326 concentrations
(Gex] & 2+ GASG) 2 [GSH). We then calewlated the redox state of
ghitathione as (G8SG/GSx) v 100, Superoxide dimutase (SODV activity
‘lnunmms& 5\lp|.~mxid.u dismutage [MaS0D] and CuZn S0D) was un!;i}werl
using the inhibiten of pyrogallo] sutoxidation (2680, One enzymatic unit of
SO0 activity waz defined as the amount of enzyme that inhibited pyrogalial
awtoxidation by 50 Glutathione peroxidase (GPx) activity was measuved
using thutylhydroperoxide as substreate (270, Ohsa engvinatic unit of GPx
actvaty corresponds to the axidetion of 1 mmel of NADTHmMim.,
Mitochondrial quantification, Citrate synthase sssay was messured sccord:
ing to the procedure of Srere (281 one engymatic unit of citrate synthase was
agual te e reduction of 1 mmol of 5-5hdithiokis-2-nitmbensnie aeid per min
Cytochrome oxidase netivity, Fresh hypathelami were homogenized inoeald
buffar (0,25 moll suerase, & mmol] TES, and plle 7.2 and eyelooxygenase
activity measured as previously described (28),

Protein assay. Concentmation of samples was determined wsing the DO
protein assay bt (Biorad, Mames o Coquette, France)l aceording to the
manufacturer’s instructions,

Flasma glucese and insulin concentrations, Plasma was isslated from the
blood collected at the rat-tail blosd vessels. Glucose and inmsulin werne
determined using n glucose analyzer (One Touch I and s wlbmsensitive
ELISA kit {Evrobia, Paris, Franes), respectively,

Statistical analyeis. Results are pregented ag means + SE. Comparisons
Bretwean growps were camied out for each parmmeter using Prism 4.0 sofwan:
{Gr;lphl‘aﬂ Safbwarel, A twn-way ANOWVA wis Ilppl'il_‘l’; first to detect interne-
tions between genotype and trestment. When genotype did not produce any
significant effect, one-way ANOVA was then applied: otherwise, groups weare
amalyeed independently using Boodent’s or ManeWhitney 7 tests when
approprite. After spe-wsy ANOVA, multiple compansons of means s
further computed with Newman Keuls test. Both Bartlett’s and Shapiro Wilk's
tests were alse applied to check equality in variance and pormality of
distmbution, respectively. For some parameters, nonpammmetric Kruskal-
Walliz and MannWhitney {7 tests were used when appropriate, that is,

dighetes. dinbetesjoumals.org
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TABLE 1
Characteristies of Zicker rats

Insulinemia Glveemia

Body (g { Uhmly (b
Laan 31501 HE4d 26,051 326 B.T6t 0.15
s 25817t T.aar 14270+ 2.68 5.96% 0.07

Bazal values of body weight, insulinemia, and glycemia are ex-
pressed ps means T SE (T-week-old rars). Significant differences
aecording to the unpaired Student’s £ test (o 6 70 compared with
lean littermates. *** P33 0.001.

heterogeneity of variances, For zingle comparison, that iz, lean versus obese,
monpaived Stedent’s ¢ test was applied. Signifcant diference was noted *, **,
ar ¥ un the graphic representation when Praloe was 20005, 0,00, and 0,001,
respectively.

RESULTS

Seven-week-old obese Ziicker rats were hyperinsulinemic
(142,701 268 ve. 26.051 3.26 Uml but normoglveemie
(596t 0.07vs 5751 0.15 mmold) (Table 1).

Obese rats exhibit brain hypersensitivity to glucose.
We confirmed the cerebral hvpersensitivity exhibited by
obese ratz in regponse to glucose. Thus, 9 mgkg glucose
injection into the carotid artery toward the brain cauzed a
rapid and transient inerease of plasma insulin (50 Uiml)
1 min after the carotid injection in lean and obese rats (Fig,
24 (18,300, When a similar test was performed with a
lower dose of glucose (3 mg'kg), insulin secretion did not
occur in lean rats. By contrast, in obese Zucker rats, this
lower dose of glucose was sufficient to produce a rapid

p=

Lean
L TR 9
- G3
40
IHI'NECI

20

Delta insulin (pU/mL)

m

Delta glycemia (mM)

time (min)

and transient increase in plasma insulin concentration,
Amplitude and delay of this 3 mg'ke glucose-stimulated
insulin secretion were similar to those observed with a
rlucose dose of 9 mg'kg in lean rats ( Ps 0.5737) (Fig. 240,
These resultz demonstrate that obese animals exhibit
brain glucose hvpersensitivity, This intracarotid glucose
injection did not raize systemic glucose levels at any time
during the test (Fig, 21, Therefore, the insulin response is
only because of cercbral glucose sensing and cannot result
from peripheral effects,

Stimulation of multicellular hypothalamic electrical
activity at the low glucose dose in obese rats. We
previously showed that the activation of extracellular
hypothalamic activity in arcuate nucleus in response to
glueose was required to initiate insulin secretion in normal
rats (12). Here, we explored the effect of 3 mg'kg glucose
on extracellular arcuate nueleus electrical activity in both
phenotypes. Bazal glycemia at the time of recording was
591 t 0.43, 6.05 + 022 589 T 0.26, and 590t 0.59
mmolf] for Iea.n and obese NaClinjec ted rats and lean and
obese 3 mg'kg glucose—injected rats, respectively. In lean
rats, 3 mg'kg glucose induced a shght Increase n arcuate
electrical activity compared with saline injection (33%,
P2 001, It also induced a sipnificant increase in electri-
cal events in obese animalz when compared with saline
injection (71%, P2 0.001) (Fig. 3 that differ sipnificantly
from the ones observed in lean rats injected with glucose
(P2 001, Moreover, in contrast to obese rvats, 3 mglkg
glucose—induced electrical activity was not associated
with insulin zecretion in lean rats.

Obese
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FIG. 2, H)-p-nthnlnm:: hypersensitivity to glucose in the obese Zicker rat. A Insulin secretion in response to glucose, Plasma insulin in obese and
lenn rats in response to saline (dotted line) or & mg'kg (G3, dash line) or 8 mp'kg (G, black line) glucose injection toward the brain, Results are

exprossed ns means — 3K { from basal insulinemia at €.
analysis using MannWhitney {test at ¢. 1 min, 2

0. Asterisk indicates llgmﬁnlmt differences according to independent statistical
. B8 per ganotype (*F < 0.05 and ***F < 0.001), & No change in glycemia during the

glucose sensing test, Glycemia in response to saline (dotted line) or 3 mg'kg (G2, dash line) or 9 mglkg (G9, black line) glucose injection toward

the brain, Results are expressed as means — BE(  from bagal glycemia at ¢,

analysis at . 1 min{o. §-9 per genotype)
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0}, Mo significant differences were detected using two-way ANOVA
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FIG. & Incrensed hypothalamic electrical netivity in response to the
low glucose dose. A Multiunit sample recordings of arcuste nucleus
neuranal activity in lean and obese Zicker rats after the carotid
injection of spline (Noeld or 3 mghhy glucose (G3), B Quantification of
multiunit activity recorded in arcuate nucleus, Data are expressed as
manns — SE corresponding to the percentage of the number of spikes
mensured in lean rats injected with saline. The bar graph depicts the
electricnl activity during the first minute after corotid injection of
saline (MNall) ar 3 mg.ﬂcg glut:u se {GAY in lean {white bar) and in abese
(0Ob) rats (black bar), Asterisks indicnte significant differences accord-
ing to the unpaired Student’'s £ test (o, 6 per genotype) (*FP< 005
EPw 001, and ¥4 D0001).

Obese rats exhibit hypothalamie ROS production in
response to the low glucose load. We measured ROS
levels after saline or glucose injection. For this purpose,
rate were imected through the carotid arterv toward the
brain with either the low dose of glucose or =aline and
killed 1 min after the injection (when insulin secretion
occurs). BOS levels were agseszed in both hvpothalamus
and thalamus. Interestinglv, the basal constitutive ROS
lewvel, that is, assessed after saline intracarotid injection,
wis r-lnuh;u: in both genut}pe:ﬂ (Fig. 4), Glucose stimulation
did not induee a significant l:hang# in hypothalamic ROS
levels in lean rats. However, ROS levels were significantly
increased (37%, &0 0.05) in obese rats injected with 3
mg'kg glucose when compared either with obese animals
imected with saline or with lean rats imgected with the
same glucose load (P2 0.05, Fig. 4. Thus, low glucose
stimulation mediates an increase in ROS levels only in
obese rats, No such increase in ROS levels was found in
thalamus, suggesting a regional specificity for this response
[ Fig. 814 available in an online appendix at http://diabetes,
diabetesjournals.orgicgi/content/full/

db09-0110/DCT) .

Abnormal ROS signaling iz correlated to an alter-
ation in the hypothalamic redox state. ROZ level
results from the balance between ROS production and
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Fl(i. 4. Hypothalamic ROS production of obese rats in response to the
low glucose load. ROS production in the hypothalamus in response to
saline {NaCl) or to 3 mglkg glucose ((G3) injection toward the brain
mansurad in lean (white bar) and in obese (Ob) rate (black bar). RDS
level assessed in hypethalamic area by oxidation of dichloraflunrescain
diacetats probe | min after intracarotid injection. Data are axpressed
a8 means — SE (percentage of the ROS flusrescence observed in obesa
rate injected with salinel. Asterisk indicates significant differences
f.ccording l:]u the post hoe Newman-Keuls test (. 8-11 per genotypal
#0006k,

detoxification. We measured enzymatic and nonenzymatic
antioxidants in basal conditions (e, without glucose
stimulation), The glutathione redox state, defined as
GESGto-GEx ratio, as 1t is the major antioxidant that
seavenges RO3, was oxidized twofold (22 0.001) more in
the hypothalamus of obese rats (Fig. 5. Glutathione
peroxidase activity was found to be significantly lower in
the hypothalamus of obese rats (2660 % 287 ve. 1660 1
21.5 PO 0,01 in lean vs. obese rats) (Fig, 58, Glutathione
peroxidase activity did not vary in the thalamus (Fig. S1.5),
The mitochondrial Mn30D activity was also decreased in
obese rats (00102 + 0.0008 v=, 0.0065 T 0.0008 enzymatic
umt per milhgrams proteins: #2 0,01 in lean vs. obese
rats) whereas extramitochondrial CuZnS0D was not sta-
tistically different between the two genotypes (Fig. 5Cand
[, This strongly suggests a mitochondrial defect in anti-
oxidant enzyme activity in the hvpothalamus of obese rats,
This is reinforced by the activity of aconitase, an enzyvme
of the Krebs's eyele sensitive to mROS and thus revealing
the intramitochondrial redox state (31), This activity was
signmificantly decreaszed (X 29% #2 0,001) in the hypothal-
amuz of obese Zicker rats (Fig. 58 Altogether, these
results demonstrate that the hypothalamic redox state 12
lower in obese rats than in lean rats, regardless of the
intracellular compartment studied.

Hypothalamic mitochondria exhibit inereased activ-
ity in response to substrates. We explored the evto-
chrome ¢ oxidase activity (cyclooxyegenase [COX],
complex IV}, which reflects the oxidative potential of the
mitochondrial respiratory chain, COX activity was sigmfi-
cantly increased (51% 22 0.01) in the hyvpothalamus of
obese Ziicker rats (Fig, 6.4, To get further insight into the
hypothalamic mitochondrial function, oxygen consump-
tion by the electron transport chain was explored on
izolated mitochondria (Fig. 65, We performed titrations
with glutamate (1, 5 and 20 mmol1} to determine substrate-
drven respiration. We highlighted a greater increase in the
0, flux in response to glutamate in obese rats compared
with lean ones. Thiz increase was significant for each dose
of glutamate (0, flux in lean vs. obese rats' 1 mmol/,
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FIG;. 5. Increased ROS production is linked to abnormal hypothalamic redox state. 4 Obese rats display an abnormal hypothalamic glutathions
redox state. GEH and GSSG levels measured by HPLC in hypothalamic homogenates of lean { white bar} and obese rats (black bar). The redox
state of glutathione was caleulated as the (GSSG/GEx) & 100, Asterisk indicates a significant difference according to the unpaired Student's ftest
{m. B per genotype) (***F < 0001}, B Obese rats present a decrease in glutathione peroxidase activity, GPx activity measured in the
hypothalamug of lean (white bar} and ohese (black bar) rate (enzymatic wnits [e.u.l), Astorisk indicates a significant difference according to the
unpaired Student’s ftest (n. & per genotype) (**F< 0.01), £ Obese rats present no difference in extramitochondrial CwZn 80D activity, 30D
activity measured in the hypothalamus of lean (white bar) and obese (black bar} rats Cenzymatic units) . No differences according to the unpaired
Btudent’s ¢ test (. 6 per genotypel were present, £¥ Obese rats present a decrease in mitochondrial MnSOD sctivity, Mitochondrial MoSOD
activity measured in the hypothalamus of lean {white bar} and ochese (black bar) rats (enzymatic units). Asterisk indicates s significant difference

aecording to the unpaired Student's ¢ test {n .

mitochondrial aconitase. Maximal sconitase activity messured in the hypothalamus of lean (white bar} and obese (black bar)

6 per genotype) (*F < 0.06), £ Obese rats show a decreased activity of the ROS-sensitive

rats (enzymatic

unitsl. Asterisk indicates a significant difference according to the unpaired Student's ¢ test (o . 6 per genotype) (***F< 0,001}

254t 1.03 vs. 634 + 056 pmolls ¥ mgl, PO 0.05 5
mmol/l, 4.70 + 1.54 vs. 11.63 t 2.30 pmol/s ¥ mgl, #O
0.05 and 20 mmol/], 781+ 138 vs, 20231 557 pmol/ls v
mgl, P2 0.05), revealing a hypersensitivity to this sub-
strate at the level of the respiratory chain, State 3
(substrates/ ADP-driven) respiration was assessed with
saturating ADP concentration. The O, flux 13.25 + 2.43
pmol/(s T mg) versus 28.67 T 569 pmoliz T mg) in lean
and obese ratz, respectively, was increazed in obese ratz
(£ D 0.05). CAtr, an ATP-ADP exchange inhibitor, was
then added to obtain the ADPindependent resting state 4,
whereas respiration is only driven by substrates. State 4
was significantly enhanced in obese rats, Finally, the RCR
(RCH & state Hstate 4) in lean rats (1,50 + 0.52) was not
significantly different from obese rats (1.50 + 0.19). The
total respiratory capacity induced by CCOP was sigmifi-
cantly increased in obese rats (3643 + 100 pmel/
[s v mgl} compared with lean ones (2580 + 244 pmol/
[st megll, PO 005 (Fg 60, Next, we examined
uncoupling respiration, Stimulation of uncoupling proteins
with 300 mol/] palmitate (Palm) did net reveal differences
between lean (2539 + 217 pmol(s v mgl) and obese
(2783 + 3.86 pmol(s v mgl) rats (Fig. 603, Thiz result
revesals no diference in uncoupling respiration. In concla-
gion, these results indicate an increase in hyvpothalamic
mitochondria activity at the complex T and IV, as revealed
with glutamate assay and COX activity measurement. The
imerease in total respiratory capacity further supports
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these data, No difference was found regarding these pa-
rameters in the thalamus (Fig. S1¢-F5).

Expression of the five complexes of the respiratory
chain was examined. Both nuclear (30 kDa subunit of
complex TI, core protein 2 subunit of complex T, and the
_subunit of eomplex V) and mitoehondrial (NDG subunit
of complex I and subunit 1 of complex IV) complexes
encoded were quantified at the protein level by Western
blotting (Fig. 6£). The expression of complexes I, I, III,
and IV (COX) was increased in hvpothalamic mitochon-
dria from obese rats (177, 153, 128, and 15929, Complex V
expression (105%) was unchanged (Fig. 6F). These resulis
indicate an increased quantity of most complexes of the
electron transport chain in the mitochondria of obese rats,

These differences were not caused bv a change n
mitochondrial number because citrate synthase activity
was identical in both genotypes (Fig. 663,

Restoration of hypothalamic redox state normalizes
the response to glucose load in obese rats. We decided
to normalize the glutathione redox state in obese rats to
test whether this could explain impaired ROS production
stimulated by the low glueose load (3 mg'ke). Therefore,
reduced glutathione (GSH) was intracerebroventricularly
infused over 3 dave using an osmotic minipump. Well-
being of the animals (weight gain and food intake) was
preserved during the infusion (Fig. 824 and A. HPLC
analysis revealed that the GSH chronic intracevebroven-
tricular infusion was efficient to restore GSH redox state

DIABETES, V0L &8, QCTORER 2008 2193

195



A B A0 OLean
= 200 - = N Obese *
3 = 150 & g * T
T E <
EZ ® = 20
g2z 100 I 2% *
23 -
E L . o2 10 *
L]
o Glutamate (mM) ADP CAtr
1 5 20
C 40 #* D 40 E Lean Obese
E 2% w ' < -
E*E E*E Cll - - - — —
XL X2 Ol = = =
=0 = O
'-';E-m, '-':qg-m CIV o= o = - — -
°= °= e
CCCP Palm 123 123
F = G
c 'é‘; 200 Hkk 3‘? o
S, * $2°
% E_. 150 Hhd g % &
- z
& E 100 ﬁ ; .
- £ 4
S -E EE 3
w E 50 w3 3
g 2%
h -
lﬁ c 0 =20
% Cl Cll Cil CIv cv O -

FIG;. 8 Functional study of hypothalamic mitechondria. 4 Obese rats exhibit an increased oxidative potential of the respiratory chain. Maximal
cytochrome ¢ oxidase activity in hypothalamic homogenates in basal conditions was significantly increased in obese rats, Data are expressed as
means — SE corresponding to the percentage of COX activity in lean rats, Asterisk indicates significant difference according to the unpaired
Btudent’s #test (n. 9-10 per genotype) (**F< 0.01). & Obese rats' mitochondria display a hypersensitivity to glutamate. Pharmacological
settings for oxygraphic analysis on isolated hypothalamic mitochondria: glutamate titration (1, 5, and 20 mmol/1} to achieve the nonphosphory
lating respiration: saturating ADP concentration to schieve state 3 respiration: full inhibition of ATF-synthase by CAtr gives state 4 respiration.
Bingle eomparisons were performed using the unpaired Student’s ftest to compare lean vs, obese rats, Asterisk indicates significant difference
(*F=< 0.05). ¢* Obese rats’ mitochondria exhibit an enhanced maximal respiration capacity, Maximal respiration induced by CCCP (0.4 mell),
Asterisk indicates significant difference according to the Mann-Whitney ['test {n. 6-8 per genotype) (*F=< 0.05). f* Obese rats’ mitochondria
exhibit no uncoupling respiration. Unsoupling pretein activation induced by palmitate (Palm) (300 mol/l). No differences according to the
unpaired Student’'s #test (7. 6 per genotype) were present. Kand F Overexpression of respiratory chain complexes I to [V in the hypothalamic
mitachondria of obess rats, Western blot parformed on iselated hypethalamic mitochondria, Immunoblots were quantified by densitometry
analysis. Asterisk indicates significant differences sccording to the Mann-Whitney U'test (n. 68 per genotypel (**£< 0,01 and *** < 0.001),
(# No difference in mitochondrial content. Mitochondrial content assessed by citrate synthase activity in the hypothalamus of lean (white bar)
and obese (black bar) rats (enzvmatic units [e.n0.]). Mo differences according to the unpaired Student’s ftest (n. & per genotype) were prasent.

within the hypothalami of obese rats (Fig, 740, In contrast,
it did not reverse mitochondrial function as measured on
glutamate titration by oxygraphy (Fig, 75, ROS levels and
pancreatic insulin secretion were measured after the in-
tracarotid 3 mg'kg glucose injection in glutathione-infused
obese rats. Obese glutathione-infused ratz did not have
any more exacerbated ROS levels in responze to the low
glucose load and exhibited ROS levels similar to those of
normal rats (Fig. 70}, Regarding the insulin response, it
showed a full restoration of their sensitivity to glucose

2184 DIABETES, VL. 58, OCTORER 009

because their insulin peak was completely abolished in
responze to 3 mglkg glucose. This result indicates a master
role of mREOS levels in response to glucose, at least for
the nervous control of insulin secretion (Fig, 700,

DISCUSSION

It has recently been demonstrated that glucose sensing
was triggered by an intracellular vedox signaling pathway
in physiologieal conditions in the pancreas as well as in
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FIG. 7. Hypothalamic redox state after 3 days of intracerebroventricular GSH infusion in obese rats normalizes the regponse to the low gluco e
load. 4 Normalization of the hypothalamic redox state. G8H and G830 levels measured by HPLC in hypothalamic homogenates. The redox state
of glutathione was calculated as (GSSG/GBx) § 100, Results are expressed e means — SE of the glutathione redox state. Asterisk indicates
significant difference according to the unpaired Student's ftest (. 56 per genotypel (**P< 0.01) compared with the ocbese group. & No change
in hypothalamic mitochondrial hypersensitivity to glutamate inobese glutathione restored rats. Glutamate titration (1, 5, and 20 mmolll) in obeas
GE8H-restored rats (gray bar) did not differ from the vehicle-treated obese rate (black bar). No significant differences present according to the
repeated-measures ANOVA analyeis (8. 4-6) (P . 0.1576). & Normalization of hypothalamic ROS production. ROS production measured
in obese rats after vehicle intracerebraventricular infusion and saline carotid injection {Ob NaCl, black bar [# . 2]), vehicle intracerebroven-
tricular infusion and 3 mglkg glucose carotid injection (0b O3, dotted black bar [#. 2]}, or GBH intracerebroventricular infusion and & mgllkg
glucose carotid imjection (Ob GSH G3, dotted gray bar [# . 7]). ROS levels were assessed on hypothalamic homogenates with the
dichloroflusrescein diacetate probe 1 min after carotid injection. Data are expressed as means — SE of the percentage of ROS Auorescence of
the abese rats receiving the vehicle intracerebroventrieular and saline carotid injection. Asterisk indicates significant diferences according to
the Newman-Keuls test (. 56 per genotype) compared with the ovbese G3 group (*FP< 0.05 and **P < 0.01). ¥ Normalization of insulin
secretion. Plasma insulin aseesszed in obess rats in response to 3 mplky glucose injection toward the brain (black) and in obese GE8H-infused rate
inresponse to 3 mplkg glucose {gray) . Results are expressed as means — SE corresponding to  from basal insulinemia at . 0. Asterisk indicates

significant differences according to independent statistical analysis using Mann-Whitney LMtest at ¢

0001}

the hyvpothalamus (11,12}, However, the relevance of such
a mechanizgm in metabolic dizease 1= not known, We
hypothesized that an alteration in redox signaling in the
brain could participate i metabolie diseases. To test this
hypothesiz, we explored redox signaling in the Ziicker rat.
These rats are obese, insulinresistant, and dyslipidemic
but nermoglyeemic. One original feature of this model s
its hypothalamic hypersensitivity to glucose (18}, We
specifically aimed to understand whether this hypersensi-
tivity to glucose present in obese Zicker rats could be
related to an alteration in redox signaling. For the first
time, we revealed that this hypersensitivity was associ-
ated, within the hypothalamus, with 7} an increased ROS
level in response to the low glucose load, 2 a constitutive
oxidized environment at both the cellular and mitochon-
drial level, and 4 an overexpression of several mitochon-
drial subunitz of the respiratory chain, coupled with a
global dysfunction in the mitochondrial activity. Moreover,
pharmacological restoration of the hvpothalamic vedox
state fully reversed the altered cevebral hvpersensitivity to
plucase, Altogether, these data suggest that this impaired
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1 min (5. 56 per genolype) (***P<

metabolic regulation in the obese Zicker rat 1= linked to an
abnormal redox signaling that orginates from mitochon-
drial dyvsfunction.

In normal animals, hvpothalamic glucose sensing pro-
motes an inerease in hypothalamic electrical activity and
rapid and transient vagal-mediated insulin secretion
(12,19), Moreover, we previously demonstrated that a key
step in these events requires redox signaling because thfs:,'
were abolished when mROS were quenched (12), The
hypersensitivity to glucose of obese Zicker rats has been
demonstrated as an abnormal insulin response occwrring
after a low glucose load (3 vs, 9 mg'kg) that is inefficient in
lean littermates (18). We confirmed this data regarding the
peripheral insulin relesse and reinforced the notion of
cerebral hypersensitivity to glucose in obese rats as as-
zesged by the hypothalamic glucozestimulated electrical
activity. Indeed, we brought to light an increased level in
the whole multicellular electrical activity in the arcuate
nucleus of obese rats in response to 3 mgks glicose,
Contrary to lean vats, thiz enhanced glucose-stimulated
electrical activity was associated with the insulin response
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in ohese rats. This suggests that the electrical activity of
the arcuate nucleus in response to 3 mg'ke glucose was
high enough to promote insulin secretion in obese rats,
Electrical activity was recorded under pentobarhital anes-
thesia that has depressive effects on nervous activity (32),
thus suggesting a much greater effect on vigil rats. The
multicellular recordings do not allow a distinction be-
tween direct versus presynaptic effects. However, numer-
ous arcuate glucose-sensitive neurons have the ability to
directly detect a change in glucose concentration (33),
This cerebral hyvpersensitivity to glucose may explain the
elevated parasympathetic tone that consequently contrib-
utes to the development of hyvperinsulinemia in the ohese
Ficker rat (17,34),

In ohese rats, there was a significant inerease in ROS
levels within the hypothalamus under low glucose stimu-
lation at the time when plasma insulin increases. ROS
concentration results from the balance between produc-
tion and scavenging, The latter depends on the intracellu-
lar redox state (35,36), Glutathione redox (oxidized-to-
total form ratio) constitutes an accurate indicator of the
cellular redox state because glutathione is in large amount
in cellz (1-5 mmoll) and considered as the major ROS
detoxifving system (37). It has a pivotal and synergetic
role with many other antioxidants by reducing pro-oxidant
forms (36). In the hypothalamus of obese rats, glutathione
was oxidized twofold more in basal conditions, Deereased
GPx activity in the hyvpothalamus from obese rats further
confirmed that basal redox state wag deeply modified in
thiz area, To gain insight into the oxidative environment in
the mitochondria, we evaluated MnSOD and acomtase
activity. MnS0D and aconitase, an engvme involved in the
Krebs eyele and sensitive to ROS, are exclusively located
in the mitochondria (31). Their activities were decreased
in the hypothalamus of the obese Zicker rat, In contrast,
CuwZnB0D located in the eytosol did not vary, Altogether,
these data reveal a constitutive oxidative environment in
the hypothalamus of obese Zicker rats regardless of the
intracellular compartment (cytosol or mitochondria),
These resultz are in line with numerous studies showing a
drop in the antioxidant defenses such as reduced glutathi-
one, tocopherol, and catalase in several tissues of obese
Zicker rats (38,39), Finally, the more oxidized cellular
environment within the hypothalamus of obese rats could
partly explain why an increased ROS level in response to
the low glucose load is not buffered as in lean rats,

ROS are produced by electron leakage during mitochon-
drial metabolizm, and the rate of their formation 18 en-
hanced as the mitochondrial metabolism increases (40—
42h. We exploved the mitochondrial function in the
hyvpothalamus of Zicker rats, First, the oxidative ability of
the respiratory chain as determined by the eytochrome ¢
oxidase activity, the total respiratory function as assessed
with saturating substrate, and the chemical uncoupling
were all significantly increased in the hypothalamus of
obese rats. Second, the apparent affinity of the mitochon-
drial respiration for substrate was higher in obese rats as
assessed by glutamate titration. Third, altered expression
of mitochondrial complexes (1 to IV) was increased in
obese rats, These results are consistent with previous
studies showing an increased oxidative capacity in the
muscle of such rats, associated with an increasing number
of functional units in the mitochondrial respiratory chain
(43,44). No change in mitochondrial number was observed
in the hypothalamus of obese rats as revealed by citrate
synthase activity assayv, Furthermore, it may be stressed

2196 DIABETES, VL. 58, OCTORER 009

that all these alterations are specific to the hypoethalamus
because no change was observed in the thalamus. Taken
together with the abzence of complex V modifications, the
alterations =een between complexes [ to IV may result in
an enhancement in respiratory chain constraints (45), As
an improved mitochondrial metabolism promotes ROS
production under stimulation, this could represent the
molecular basis of the abnormal mcreased ROS levels
within the hypethalamus of obese rats in response to alow
glueose load, in concert with the higher oxidized environ-
ment. One can speculate that the excessive mitochondrial
RO3 production might be a primary and causal link with
the overoxidation of the redox state.

Recent observations from our laboratory and others
(12,15,46) argue that ROS are part of hypothalamic activity
control for the regulation of energy homeostasiz. To date,
ROS have been proposed as messengers in brain glucose
and lipid sensing (12.46), For example, fasting abolished
increased ROS in brain lipid sensing by increasing hypo-
thalamie mitoehondrial uncoupling (46); ghrelin signals
are ROS-dependently integrated in NFY/ NEUrons
(15). Moreover, this latest study suggests that ROS signal-
ing takes place in the neuronal population, although other
cell types remain to be explored.

Here we show for the first time that dysfunction in
hypothalamic vedox signaling could be the molecular basis
for impaired brain glucose sensing and might explain some
features of the metabolic defects in obese rats such as
hyperinsulinism. This has been strengthened by the exper
iment using a pharmacological approach (GSH treatment)
that normalized the glutathione redox state. Indeed, such
normalization reversed the increased ROS level as well as
peripheral insulin secretion in response to a low glucose
load (3 mg/kg). These findings highlight the necessity fora
fine and balanced level of ROS dependent on the mito-
chondrial metabolism and the redox environment, which
iz required to trigger the appropriate redox signaling in
response to glucose,

In summary, we demonstrated that the cerebral hyper
sensitivity to glucose in obese rats results from both
impaired redox signaling and increased mitochondrial
respiratory chain activity that lead to excessive ROS
levels, One can postulate that these increased ROS levels
activate redox signaling involving ROS-sensitive voltage-
dependent channels (47,48), Changes in channel confor
mation will then modulate electrical activity that in turn
triggers vagal-mediated insulin secretion. To determine
whether hyvpothalamic mitochondrial dyvefunction 1= of
primary importance in the etiology of the hyperinsulinism
in chesity, long-term treatment aiming to normalize redox
state would provide interesting clues.
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PUBLICATION 5

La publication 5 est une revue publiée dans Antioxydant and Redox signaling en 2011
et ecrite par Corinne Leloup. Cette revue décrit les connaissances actuelles sur le role des
EAOs comme molécule signal dans la détection du glucose aussi bien au niveau
hypothalamique que pancréatique, ainsi que dans le tissu adipeux. Dans cette revue,
I’ensemble des travaux récents de 1’équipe dans ce domaine, dont ceux auxquels j’ai pu

participer, sont ainsi résume.
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Abstract

Mitochondrial reactive oxygen species (mROS) have emerged as signaling molecules in physiology primarily as
a result of studies of uncoupling mechanisms in mitochondrial respiration. The discovery that this mechanism
negatively regulates mROS generation in many cell types has drawn the attention of the scientific community to
the pathclogical consequences of excess mROS production. From reports of the energetic fluxes in calls grown
under normal conditions, the hypothesisthat mROSare an integrated physiological signal of the metabolic status
of the cell has emerged. Here, we consider recent studies that support this point of view in two key nutrient
sensors of the body, beta cells and the hypothalamus, which are the main coordinators of endocrine and nervous
controls of energy metabolism and adipose tissue, which is of paramount importance in controlling body weight
and, therefore, the development of obesity and type 2 diabetes. In this context, finely balanced mROS production
may be at the core of proper metabolic maintenance, and unbalanced mROS production, which is largely

documented, might be an important trigger of metabolic disorders. Antioxid. Redox Signd. 14, 518-530.

Brief Overview of Mitochondrial Reactive
Oxygen Specias

eside other important sources such as NADPH oxi-

dases or the endoplasmic reliculum, for instance (45, 80},
the mitochondria respiratory chain and dehydrogenases
represent one of the main sources of reactive oxygen spedes
{ROS) in cadls, Here we only deal with this mitochondrial
compartment as ROS producing organelles in regard lo en-
ergy sensing within the cell. Estimates from isolated mito-
chondria suggest that 1% or less of the O; consumed is
incompletely metabolized and leads to superoxide ganeration
when it accepts an electron from the chain (16, 95, 104). The
current view is that mitochondrial superoxide anions are an
abligatary by-product of respiratery chain function and that
their generation is intimately linked with energetic and oxi-
dative phosphorylation in cells. Several sites of superoxide
anion produdtion have been described in mammalian mito-
chondria, and thesa have recantly been reviewed (16). Among
thesitesthat produce ROS complex | and 11| have been shown
to possess high produdtive capacities (10, 25). They contain
large amounts of ubisamiguinona (18) that parmits the uni-
valent reduction of a small part of molecular oxygen to su-
peroxide (complex | produces superoxide in the matrix,

whereas complaex |l produces it in the matrix and inter-
rmembrane space) (47, 104). For signaling, the superoxide can
itself be the signal in the matrix, or it can be dismutated by
manganese superoxide dismutase (S00) and converted into
hydrogen peroxide (H:0;), This lalter compound becomes
diffusible and=or is transported by channe proteins, such as
aquaporins, as recently suggested (13, 73). It can therefore act
in both mitochondrial and cytosolic compartments, Part of the
H 0 released can also be converted to H.O through calalase
and=or be inactivated by a variety of other enzymatic and
nonenzymatic antioxidant systems acting diredly or indi-
rectly, such as glutathione peroxidases, peroxiredoxing
thioredoxins, glutathione reductases, glucose-8-phosphate
dehydrogenase (NADPH regeneration), and vitamins (67).
Apart fram these secondary scavenging Systems, the respi-
ratory chain itself modulates mitochondrial ROS (mROS)
production through specific preteins. The uncoupling pro-
teins (WCP1-5) have been dassically viewed as channels that
dissipate the proton electrochemical gradient, theraby un-
coupling respiration from A TP synthesis and produdng heat
in the cell. Although this is true for UCF1 in thermogenic
tissues, this machanism is still controversial, and many other
functions have been cbeserved or suggested (8, 15, 35, 69, T6).
Of particular interest for mROS production is the WCP2
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homolog, which does not normally catalyze the basal proton
flux but does so to a moderate extent (mild uncoupling ) when
activated, as it is the case by superoxide, ensuring an anti-
oxidant effect (22, 34, 35, 69, 76). Therole of thisprotein and its
physiological and pathological conseguences will be further
discussed in the text. Another important factor in regulating
mROSlevelsisthe nicotinamide nudeotide transhydrogenase
(Mnt), a protein located in the inner membrane of eukaryotes
(52). It functions as a redox-driven proton pump, catalyzing
the reduction of NADPh by NADH. Nnt has been proposed
to indirectly detoxify H20: from the matrix through its con-
version into water by the glutathione cyde this latter step
consumes NADPH for the regeneration of reduced glutathi-
one (G3H) (B, 38, 82). Wherever they are present, mROS, and
particularly Hz0z, can act on potential redox-sensitive targets
(33, 37). mROS signaling is often mediated by proteins that
have a cysteine with thiol{ate) groups in their active sites,
which might react in a reversible manner with H.0. (37, 56,
67). These data support the existence of spedfic responses
through reversible oxidation-reduction reactions,

Figure 1 summarizes the main steps in mitochondrial su-
peraxideformation originating from therespiratory chain and
its derivative H;0, production.

In the context of normal nutrient supply and thereby the
transient rise of metabolite fluxes, & short-lived and moderate
increase of mROS originating from the respiratory chain (su-
peroxide anion and secondarily H .04} has been identified in
some cells and tissues both in vitro and in vivo (11, 14, 27, 53,
1, 62, 77). This transient produdion ooours under physio-
lagical ennditions with no identified damage (11, 81, 62). One
of the most elegant demonstrations of transient mROS pro-
duction was achieved in ral islets, using time-lapsaimaging of
hydroethidine (HEL), which spedfically reacts with 5™ (14).
In that study, normal islets exhibited a rapid inorease in ROS
lewels, as shown by HEt oxidation when the glucose concen-
tration rose from 2 to 10mM, The images in which the fluo-
rescence of the HEt probe was merged with that of a
mitechondrial marker show ed the mitochondrial origin of the
superoxide anion, Further, the suppression of this gluooss-
increased mROS production (eg. through the uwse of
mitochondrial drugs targeting the electron chain transfer,
antioxidants, or the overaxpression of UCP2) systematically
disturbs the normal function of the cell (53, 61, 62, 77), pro-
viding evidence that these mitochondrial oxidants also func-
tion physiologically as fud-sensing signaling moleou|es that
regulate metabolism. These points will be discussed in the
following paragraphswith regard to two key nutrient sensors
of thebody, beta cells and the hypothalamus, inwhich therole
of mROS has been recently described, and adipose tissue,
which appears to intimately depend on mROS signaling.

mROS as an Integrated Signal for Nutrienl Sansing
in the Hypothalamus

The brain control of energy status is particularly important
in energy maintenance because it is strongly involved in
controdling food intake and energy expenditure as well as,
through sympathetic (splanchnic) and parasympathetic
(vagal] outputs, and glucose and lipid metabolism (17, 99,
109). This control predominantly involves the hypothalamus,
which has been suggested to have a central role in the path-
ngenesis of type 2 diabetes (TZ2D) (74, 96, 7). The hypothal-
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amus integrates peripheral signals delivered by neural inputs
from various organs and by the blood, induding metabolites
{mainly glucose and fatty adds) and hormones (mainly leptin,
insulin, and ghrelin} (1), and it generates the appropriate in-
tegrative responses. In particular, spedalized cells, such as
glucosensing neurons, w hass firing rates vary in response to
changes in extracellular glucose concentration, have been
described (3, 75, 83). Two populations of glucosensing neu-
ronscan bedefined aslocal glucose |evelsrise: axdled ones(in
which the dectrical activity is increased, gluco-exdted (GE)
neurgns}and inhibited ones (w hich exhibit decreased activity,
gluco-inhibited neurons) (3, 36), Such neurons have mainly
been characterized in the ventromedial hypothalamus (ven-
tro-median nudeus) and arcuate nudei. GE neurons share
similarities with beta cells, such as the consensual ATF pro-
dudtion and the mechanism by which their Kare channels
operate, but studies highlighting this mechanism are not
sufficient to explain the response of GE neurons, and some
studies show that ATP-independent mechanisms might op-
erale (3, 36). Flonearing studies have identified the necessary
redox signaling through mROS production when nutrient
fluxes vary in many cells (77). These dala lesd us to propose
that mROS is particularly important in nutrient-sensing
mechanisms.

In the hypothalamus where GE neurons are present (the
ventral parl, especially in the arcuate nudeus), we have
shown that a transient increase in glucose concentration can
very rapidly trigger an increase in mROS production. This
inorease acours both in e vive hy pothalamic slices (61) and in
vivo in the ventral part of the hypothalamus 1min after a
glucose load (27), which coincides with the timing of the
physiological response, that is, neuronal activation and a
subssquent peak of insulin. This mROS production is re-
versed by various antioxidants or a mitochondrial uncoupler;
the effect of the |atter compound indicates the respiratary
chain origin of the mROS (61). In these conditions, both the
increase in the firing rate in the arcuate nudeus and the sub-
sequent insulin secrefion are abolished, showing that the re-
sponses are dependent on mROS  Moreover, dired
hypaothalamic mROS generation by the respiratory chain in-
hibitors antimycin and rotenone mimics the effect of glucose.
A possible explanation for this finding is that an incressa in
mROS levels, rather than just the ATP=ADP ratio, constitules
a signal that mediates the stimulatory effect of glucose on
hypathalamic neurons, Brain complex | has been suggested as
amain sourceaf mROSfrom the respiratory chain (2), and the
production of mROS increases as reduced NADH increases,
which predominantly occurs when glucose levels rise
Therefore, the mROS signaling in this context is consistent
with the NADH mechanism in mediating glucose signaling,
as suggested earlier (111). In this case. mROSe evation can be
considerad as a signal integrating increases in both reduced
MADH (when glucose rises) and the dectrochemical proton
gradient, the latter reflecting both the phosphate potential
(ATP=ADP, Fi ratio) and the uncoupling status of the mito-
chondria. This proposal is consistent with previous studies
that describe expression of UCP2 in cortex and recently in
many hypothalamic areas (the suprachiasmatic, para-
ventricular, dorsomedial, ventromedial, and arcuate nucle)
(28, 91). Anincreasein brain UCP2 expression correlates with
the survival of cortical neurons in conditions of oxygen and
glucose deprivation, & situation that exacerbates pathological
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FIG. 1. Schematic illustrations of mitochondrial events prometing mitochondrial readive oxygen species signaling.
Energetic substrates are transported in the matrix and generate reduced molecules (INADH and FADH ;) after their oxidation.
Electrons are generated from NADH (complex |) and FADH: (complex 11} and pass through the mitochendrial dectron
transport chain (four complexes, | 1o IV; Coenzyme Q (Q) and eytochrome ¢, eectron carriers), where they finally reduce O,
to H,O. This is associated with the pumping of protons across the inner membrane that establishes an electrochemical
gradient (DCm). This gradient drives the synthesis of ATP from ADP and inerganic phosphate by complex V', protons being
transported back to the matriz. UCPs also consume the proton gradient and lower ATP synthesis (proton leak). In brown
adipocytes, UCP1 adlively dissipates the proton gradient that leads to heat, The UCP2 homolog is only considered asa mild
uncoupler. Increased oxidation of the reduced equivalents NADH and FADH ; accelerates respiration and eectron transport.
In 1he respiratory chain, mainly complexes | and |1l can also leak dectron to oxygen, leading to superoxide anions generation
{02 ). The 02"!" gma’atm H 20, after dismutation by manganese-dependent superoxide dismutase. H 0. might be quenched
in the matrix or in the cytosol by several antioxidant systems, including both enzymes (catalase, glutathione peroxidase,
peroxiredoxin, and thioredoxin, for instance) and scavengers (glutathione and vitamins). The nicotinamide nuclectide
transhydrogenase particpates indirectly to the reduction of H2O: to H.O: it functions as a redox-driven proton pump,
catalyzing the redudtion of NADPp by MADH. The regeneration of glutathione consumes the NADPH. For signaling, H ;05
might react in a reversible manner with specific targets (mostly proteins handling a cysteine residue) both in the matrix
and=or in the cylosal, maybe crossing the inner membrane through aquaparin protain. eyt o eytochrome ¢; H 05, hydrogen
peroxide; MnS0D, manganese-dependent superoxide dismutaze; Nnt, nicotinamide nudectide transhydrogenase; Fi,
inorganic phasphats; UCPs, uncoupling protains,

mROSformation in neurons (69). Inthisstudy, UCP2 hasbeen  Owyaraphic study has shown an increasaed respiration only

show n to lower the level of mROS a funclion that has been
attributed to a mild mitochondrial uncoupling, which has
been verified by measurement of the mitochondrial mem-
brane potential. Low doses of the mitochondrial uncoupler
DMP (2 4-dinitrophenol) are alzo protective. Overexpression
of UCP2 par sedoes not alter the membrane potential . The net
mROS farmation in suspended mitochondria is not different
in transgenic UCP2-overexpressing mice varsusthewild type,
indicating that thereis no nef changein mROSgeneration due
to UCPZ overexpression in the absence of UCPZ adivators,

after theaddition of palmiticadd, indicating anincreasein the
leakage of protons across the membrane after activation of
UCP2, although mitochendrial membrane depolarization is
limited. This study, largely confirmed by the ischemic con-
dition of the brain (30, 71), has indicated a protective role for
UCPF2 through a mild mitochondrial uncoupling activation,
mitigated ROS production, and activation of callular redox
signaling.

Other results on pro-opiomelanocortin (FOM C) neurons, a
particular type of hypothalamic GE neurons, support the
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importance of mROS signaling in conjunction with UCP2
activity (81). Thus, the mechanism for obesity-induced loss of
glucnse sensing in arcuata POMC neurons (an anorexigenic
population) invelves UCP2, which negatively regulates glu-
cose sensing in POMC neurons. In particular, geneticdeletion
af UCPZ or treatment with genipin, a UCP2 inhibitor, pre-
vents obesity-induced loss of glucose sensing. In this case,
UCPF2 scavenging of mROS impairs glucose sensing in
glucose-excited neurons and has a pathogenic rolein the de-
velopment of T2D. ThismROSsignaling might be extended to
other fuel nutrients, at least lipids because acute hyper-
triglyceridemia in normal rats has been shown to trigger a
rapid inoreasa in the mitochondrial respiration in the ventral
hypothalamus, together with a transient production of ROS
{11}, Inhibiticn of fatty add-Cof mitochondrial uptake (by
slomaoxir) prevents the hypertriglyceridemia-induced ROS
production, indicating the mitochondrial origin of the ROS.
The hypothalamic inhibition of this hypertriglyceridemia-
induced mROSproduction by antioxidants fully abolishesthe
satiaty effect of lipids, showing that mROS production is re-
quired to restrain food intake during hypertriglyceridemia
{11}, Moreover, the fasting stale was shown, using milo-
chondrial respiratory studies, to be assodated with both high
uncoupling in the hypothalamus and an increase in UCP2
protein levels (11). As a consequence, this mitochendrial un-
coupling status disrupts the hypertriglyceridemia-induced
mROS production, indicating that brain nutrient sensing is
modulated according to the energy status (11). Altogether,
thesa findings expand the role of mROS as a real gauge of
energy status.

Recently, hypothalamic mROSsignaling has been shown to
be modulated by hormaones, In the arcuate neuropeptide Y
(NPYy=agouti-related peptide (A gRP) orexigenic neurons, the
orexigenic gui-derived hormone ghrelin exerts its effects
through the modulation of mitochondrial respiration and
mROS production (5). In this study, ghralin decraased the
mitochondrial membrane potential in normal mice and in-
creased neuronal activation, as assessed by o-fos expression,
and thefiring rateof MPY neurons, effects that are completely
abalished in UCPZ*™ mice, in which mROSis still produced
{3). Moreover in thismechanism, it was proposed that ghrein
activates AMPK sgnaling, which requires UCP2 activation to
promote feeding in MPY neurons. This mechanism suggests
possible causal links between AMPK signaling and mROS
production in this population of neurons. Currently, anly
indirect links have been reported, and no speaficthiol residue
of AMPK that is redox sensitive has been identified. AMPK is
known to be activated by stimuli that increase the cellular
AMP=ATP ratio (low glucase and high ghrdin, asocour in the
fasting state). H.D.-caused activation and phosphorylation of
AMPK haverecently been discussed, and studies suggest that
the target for ROS may not ba AMPK itself bul one or mare
components of the respiratory chain, leading to a secondary
effect on AMPK wvia increases in the AMPATP ratio (49).
Whatever the link with AMPEK, these results highlight that
mitochondria of orexigenic NPY=AgRF neurons need an un-
coupled status to promote a normal response Conversely,
WT POMC neurons show a higher mROS production with
saline than with ghrelin and nesd coupled mitochondria for
their activation. In the fasting state, ghrelin indirectly hyper-
polarizes POM C neurons by activating inhibitory NPY=AgRP
(GABAergic) inputs. The hyperpolarization |leaves POMC
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neurons less active, leading to a drop in the respiration rate
and mROS produdion, Finaly, mROS scavenging by anti-
oxidant treatment reverses thesa results in neurons from
UCPZ** mice. Thu g, the anorexigenic POMC neurons have
been proposad to function inversely to the N PY=AgRP neu-
rons, They can respond to arisein glucose levels through an
mROS increase only under fed conditions, with low ghrelin
and well-coupled mitochondria. Although the mechanisms
underlying tha different mROS produdion responsasin N FY
and POMC neurons are clear regarding ghrein (the POMC
population has only 8% of ghrelin receptors), a comprehen-
siveview of thedifferential effects of nutrient fluxes (lipidsva
glucose) according to negative or positive energy balance on
these two neuronal populations remains hypothetical (53).

Together, these data from gene invalidation as well as
pharmacalogical approaches demonsirate the master role of
brain mROSsignaling with regard to the control of both food
intake and metabolism. This master component of brain en-
ergy sansing would be crucial in the development of both
obesity and T2D. Indeed, in the obese and insulin-resistant
Zucker rat, a prediabetic model, mROS signaling is altered
(27}, This model exhibits a hypothalamic hypersenstivity to
glucose represented by an enhanced elecrical activity in the
arcuate nucleus and insulin secretion at low glucose levels (4,
Z7). These abnormal responses were assooated with increased
hypothalamic ROS levels at low glucose concentrations, a
constitutive oxidized environment at both the cellular and
mitechondrial levels, and an overexpression of several sub-
units of the respiratory chain, together with a dysfunction in
mitachondrial respiration (27). In this study, no differance in
the number of mitochondria or in uncoupling respiration was
observed betwesn the hypothalamus of obese versus control
rata Thus, a mechanism other than UCP2 decreass might
explain excess ROS production. Recovery of the redox status
through glutathione intracerebroventricular infusion fully
reverses the hypothalamic hypersansitivity to glucoss Ex-
cessive mROS production might be a primary and causal link
with the overoxidation of the redox environment, but further
experiments arenesded (o test theorder of emergency of these
disorders. Nevertheless, hypersansitivity to glucose partially
explains the elevated parasympathetic tone generally present
in the obese and insulin-resistant state that conssquently
contributes to the development of hyperinsulinemia in the
obese Zlcker rat, and subsequently, to T2D onset.

mROS as an Integrated Signal for Glucose Sensing
in Pancreatic b-Cells

Blood glucoss hameostasis is primarily maintained by the
adequate raeasa of insulin by the pancreatic b cell, which
operates as a glucosensor. Maost of the glucose-derived py-
ruvate enters the mitochondrial metabolism, and one of the
consensus signaling pathways identified is that ATP genera-
tion promotes the dosure of the Kap channel, which depo-
larizes the membrane and then triggers Ca2p influx by
opening voltage-gated Ca2p channels (32). Mumerous am-
plifying signals have been identified, notably those coming
from mitochondrigl metabolism (50, 65). mROS production
under glucoss luxes has mostly been studied in hyperglyce
mic diabetics, and the normal signaling process has not re-
ceived much study. One of the first studies to highlight the
dynamic production of mROSin isolated isets in responsato

204



MROS SIGHNALING IMN METABOLIC REGULATIOMN

glucose stimulation was performed by Bindokas & 4. (14).
Using time-lapse imaging of HE! oxidation for superoxide
recognition, they demonstrated the obligatory inoreased
production of ROS due to mitochondrial metabolism under
glucose stimulation in normal rats without demonstrating a
causal link betw een mROSgeneration and glucose-stimulated
insulin secretion (G3S). Collins & d. demonsirated in mouse
isolated islets and in a b-cell line that insulin secretion could
be stimulated by slevated H:D; leveds and thal scavenging
this H:0: produdion, which occurs when glucose rises,
blunted G335 (B5). Only oxidative stressors (4-hydroxy
nonenal, methylglyoxal) can deoease GES in assodation
with an increase in a baitery of endogenous antioxidant en-
zymes (B5). Previous studies have investigated the role of
Hz0; in insulin secretion, and most have concluded that it
alters mitachondrial activation and insulin secretion (58, 66,
94). One of the main differences that might explain this dis
orepancy is the concentration of H20s used, which was 30 m
ar morein these |atest studies, rather than the -4 range
used by Collins d a. By analogy with the requirement for
mROS in the brain's nutrient sensing, we have recently
stludied and demonstrated that mROS are also required for
GES5(62). In freshly isolated rat islets, G515 was blocked by
antioxidants in a dose-dependent manner, which highly cor-
related with mROS levels. Further, insulin relesse was mim-
icked by mitochondrial complex blockers (rotenone and
antimycin). Both phenomenaw ere observed independently of
changes in ATP and MADH levels. Mo extraamROS were
detected in islets oo-treated with glucose and carbony| oya-
nide m-chloraphenyl hydrazone (an uncoupling eompaund
that increases respiration and diminishes mROS generation).
Therefore, the ROS production during the time course of
glucose metabaolism is solely dueto mitechondria. Finally, we
showed that this mROSsignaling acted on the mobilization of
calcium of extracallular origin (62). Altogether, these results
strongly suggest that mROS are robust stimulators af insulin
secretion. However, other works that investigated the effects
of glucose on mROSformation in primary rat b cells (68) or the
MING call line (54), which display higher melabolic respon-
siveness to glucose (68), did not reveal an increased ROS
production in response to a glucose rise. Rather ROS levels
were suppressed, espedally at lower glucose concentrations
(0-EmM ). However, with 10mM glucose a small subset of b
célls has a 10-<fold higher HEt-fluorescence intensities (for
superoxide anion detedtion), indicating heterogenety in the
population of calls. The authors propose this heterogeneity of
the b-cell population, in which both glycolytic and mito-
chondrial glucose metabolism differ, would explain the dif-
ference in ROS production (68), Apart from the differences in
models (fresh isolated islels [induding all endocrine cells],
FACSsorted primary b cells, b-cell lines, or cultured islets),
thesa discrepandes regarding mROSprodudion could also be
related to the different basal glucose concentrations used (0 or
25 vs 55mM). The basal glucose concentration certainly
greatly modifies the basal levels of NADH, NADPH, and ri-
boflavin aswell asthe redox environmant and possibly UCP2
activity that alter the subsequent mitochondrial responses.
Moreover, the fad that ROS suppression is predominantly
absarved at low glucoss concentrations (below physiological
concentrations) might reflect a recovery of the cells from a
glucoprivic condition, which has been shown to increase
mROSformation, at least in the brain and in neurons (79, 98),
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In a study by Bindokas (14), a major difference in super-
oxide islel requlation was present between control |ean ani-
mals and Ficker diabetic fatty (ZDF) rats bacausa glucose
stimulation triggered alarge increase in superoxides in idets
of control rats but not in the islets of ZDF rats (their basal
mROS production being abnormally devated), associated
with a decreased secretion. Thisresult suggeststhat oneof the
defects would bein the mechanism regulating the increasa in
ROSwhean theglucoseleve israised; thisincraase istoo small
in ZDF igets. The amplitude of balanced mROS signaling is
then diminished in Z0DF rats, which leads to the decreased
secretion of insulin, Although antioxidant defensss were not
estimated in this work, it is consistent to think that their in-
crease could prevent the necessary reduced-oxidized ampli-
tude required for the activation of targets invalved in insulin
secration. One interesting feature of b cellsis their reportedly
low lewels of expression of antioxidant defenses, such as SOD
(59), catalase, and glutathione peroxidases {only 1% of the
levelsintheliver) (63, 100). Thisfeaturesupportstheview that
a low-H Oxinactivating enzyme apparatus (but one that is
still sufficient to quench a small and transient mROS increass)
allows for the proper balance of mROS production necsssary
to trigger the signaling for insulin saoretion. The existence of
such an enzyme apparatus is consistent with the fact that
overexpression of antioxidant defenses ameliorates the pro-
gression of hyperglycemia in established diabeles (110). In
most studies, the anticxidant machinery appears to be one of
the key components in regulating mROS signals, which
clearly needds to be properly balanced to produce its physio-
lagical effects. An important factor implied in GEH reganer-
ation and in regulation of mROS |levels is the nicotinamide
nudectide transhydrogenase (Nnt). Mnt knockdown and
mutations have been shown to impair insulin secrefion in
response to glucose; this dysfundiion is linked to a great en-
hancement of superoxide production and a decrease in the
ATP=ADP ratio, although glucosa utilization was higher,
suggesting that the uncoupling mechanism is more efficient
(38). However, UCP2 does not appear to be the cause of these
disorders (80) and the mechanisms involved remain uniden-
tified. Recently, the Goto-Kakizaki=Parisrat mode of T2D has
highlighted the intricate pathw ays between the antioxidant
machinery and the final mROS signal neadead for proper in-
sulin secretion (60). This model of spontanecus T2D is char-
acterized by hyperglycemia and defective G3S After the
onset of diabetes, although peri-islets exhibit an oxidative
environment, the islets themssves appear protected against
oxidativedamage. They maintain a basal ROSlevel similar or
even lower than that of control islets (B0). This protection
against oxidative damage appears to be due to both elevated
glutathione content {reduced form) and overexpression of a
large set of antioxidant proteins. In thismode, the most likely
mechanism by which ROS production is blunted in diabetic
igets ig via their raised antioxidant defenses and UCP2 ex-
pression. Both phenomena might directly decrease the Goto-
Kakizaki=Paris b-cal| function when expaosed to high glucose
through insuffident mROS and ATF generation.

Likewise, theroleof UCP2 asanegative regulator of insulin
secretion, suggested to be a mild uncoupler mostly involved
in lowering ATP production (23, 112), can also be considered
as a pathway allowing the termination of the mROSsignaling
after a glucose load in normal conditions through feed back
regulation. A recent study found that overexpression of UCP2
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both in a transgenic mouse line and in b cells did not alter
GES the elevated ATP=ADF ratio, glucose oxidation, mito-
chondrial mambrane patential, or axygen consumption (87).
In thigstudy, only increased UCP2 levels decreased cytokine-
induced ROSproduction, supporting UCP2 asan antioxidant;
however, how this works remains undear, However, another
recent study reveals apparently paradoxical roles for UCP2in
b-cell function: according to their genetic background (either
UCP2*** mice of congenic BB lines or 129=B5 mixed badk-
ground), G5 was ather diminished, as already described
and largely accepted, or increased in isolated b cells, respec-
tively (84). In the 128=UCPZ*** lines, decreased glucose-
stimulated H;0; produdion was observed compared with
129=UCFZp =p islets. The blood levels of G3H and oxidized
glutathicne, which are fine markers of redox metabolism,
differed markedly between the two genelic backgrounds as
did the GSH=oxidized glutathione ratio. In this context, pre-
viousresultson physiological ROSproduction or pathological
oxidative stress in such models are difficult to interpret (84).
Therefore, UCRP2 fundion dearly needs to be reexamined for
itsrole in pancreatic b cells and GSSand in the pathogenesis
of diabetes, Acutemanipulation of its adtivity and comparison
of various models would hep our understanding of its exact
function.

Regarding K s e channel signaling, it should be underlined
that sulfonylurea (glibendamide), like glucose-level eeva-
tion, has been shown to simulate NADPH cxidase and ROS
production in b cells through PKC-dependent activation
(103), One of the therapeutic effects of sulfonylurea coours
through the enhanced production of ROS (although of non-
mitochondrial origin) it enables, only when the beta-cell de-
fect is still moderate. Recently, the genetic deletion of Kaqrr
channe activity {3."1"":"‘ b cells) was shown to protect isets
against oxidative stress, rendering them less prone to apo-
ptosisinduced by high H20: levelsthan wild-typeb calls (42).
This protedive affect was attributed to upregulation of the
antioxidant enzymes, and the reduced sensitivity of surh=t
cells was mimicked by treatment with the sulfonylureas tol-
butamide and alidazide. These results, although under oxi-
dative siress conditions, suggest a putative role of mROSin
regulating Karp channe activity under physiological condi-
tions, Brain Hy0-sensitive Kyrp channels are well charac-
terized and promote a HyO.dependent modulation of
neurctransmitter redease, and the H205 production has been
recently showed to be of mitochondrial origin (7, 9). This
mechanism implicates sulfonylurea receptor 1 (SUR1), which
iz an isoform operating in pancreatic b cells. However,
Krippeit-Drews and colleagues (58) have shown that exoge-
nous Hz0z (using a 1 mM concentration, a 100-fold that used
in Colling study) can lead to theopening of K e channasin b
cells and thereby inhibit insulin release. Thisresult appearsin
contradiction with the findings showing that exogenous H ;0.
{only 1=4md) or H:O: derived from glucose metabolism
stimulates insulin secretion (62, 85). However, even if the
different concentrations explain the opposite results, this
finding suggests that K. would not be the target of mROS
for insulin release under physiclogical conditions. Other
channels (for instance, transient receptor potential or some L-
type Ca channels) could be potential targets of mROS under
physiological conditions, as we previously discussed and as
suggested by others studies (48, 55, 57, 88, 101). Although
further experiments will be needed to darify the mROS
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sensitive mechanisms involved in GSIS, these recent studies
strongly support & role for mROS as a key integrative com-
ponent of the mitochondrial energy status for monitaring the
physiological response.

mROS as an Integrated Signal to Control Adipogenesis?

Long considered only to be the main energy store of the
body, white adipose tissue now appears to be an endocrine
organ able to interconnedt all physiclogical functions to this
energy store (105). Representing around 10% of total body
weight in adults, it can readh = 50% in obese people. For these
reasons, its guantitative and gualitative relevance is consid-
erable regardless of theindividual . Another evolving view on
this tissue corresponds to its cell heterogeneity. Indeed, up
until now, most groups have focused their research on white
adipocytes, the spedalized cells of adipose tissue. The white
adipocyte displays a unigque structure with a single, large
droplet associated with low proportional cyloplasm content
and very few mitochondria, espedally when compared with
its counterpart in brown adipose tissue, the brown adipocyte.
In fadt, reportsincreasingly describethe great heterogeneity of
the call population of whiteadiposetissue. Indesd, adipocytes
represent < 50% of the cells present in adipose tissue. The
other cell fraction corresponds to the stromal fraction that
contains endotheial, hematopoietic, and progenitor cells,
such as adipose-derived stromal cells (ASCs), which were
recently described as multipotent (43). These ASC can give
risa to new differentiated adipocytes all throughout life, in-
cluding in humans, and can particdpate in the enlargemant
associated with obesity.

The debate about the effects of ROS on adipocyles was
largaly concentrated on H 2O, mimicking the effect of insulin
and being associated with insulin action on glucose transport,
suggesting that cellular H,0, generation was integral to in-
sulin signaling (44). Insulin-stimulated H;0; triggers insulin
signaling, at least in part through the oxidative inhibition of
protein tyrosine phosphatases that negatively regulate the
insulin action pathway viathe de-phosphorylation of various
tyrosine residues of the insulin receptor and its substrate
proteins (44). The resulting activation of insulin signaling
promotes the release of insulin-stimulated H 05 that corre-
sponds to a positive retro-control that enhances insulin's ef-
fect. It was proposed that Nox4., a member of the NADPH
oxidase family, largely mediales this insulin-stimulated gen-
eration of H 0, (44).

In contrast to the insulin-stimulated generation of H.O.,
and because white adipocytes display a low mitochondrial
content, the physolegical importance of mROS as a respira-
tory-chain byproduct was long neglected. In 2003, Wilson-
Fritch and colleagues demonstrated that mitochondrial
hingenesis is inherent o adipose differentiation per seand is
influenced by the actions of adipoegenic factors, induding in-
sulin and thiazolidinediones, in vitro as well as in vivo (108,
107). This view is currently evolving (31), but building upon
this seminal study and using different respiratory chain in-
hibitors in the presence or absence of antioxidants, we dem-
onstrated that moderate mROS generation inhibits the
praliferation of adipocyte progenitors (21). Moreover, we il-
lustrated that adipocyte differentiation is very sensitive to
mROS because transient exposure to such slimuli at conflu-
ence influences the yidd of adipooyte differentiation as
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assessed 7 days|ater. Theinhibition of adipogenesis would be
mediated viathe increasain the protain CHOR0, a member of
CCAAT-enhancer-binding protains family that can have a
dominant-negative effect on all other members of the family
{19). When investigating the putative physiclogical relevance
of our in vitro data, we also demonstrated that adipose lissue
in obeseanimals iz assodated with an increasein G2H aswell
as many other antioxidant defenses (39). In vitro, when these
changes wera mimickad by the treatment of preadipocytes
with an antioxidant, they strongly promoted adipogenesis
conastently with our previousin vitro data. Altogether, these
results led us speculate thal obesty is associated with an in-
creasa in antioxidant defenses that could, in turn, promote cel|
proliferation and differentiation through the modulation of
redox-sensitive transcription factors. This supplementary
adipogeness further increases the antioxidant defenses that
promote and amplify the onset of obesity. Thus, a proadipo-
genicloop corresponding to a deeterious cyde is established
{Fig. 2). This management of redox metabolism isstespadfic
(38) and more adaptive in subcutaneous fat than in internal
fat. This pattern is consistent with the protective role of sub-
autaneous fat (102). Another indired argument can be found
to support the idea that mROS can, as a call metabolism
sensor, control the insulin sensitivity of adipocytes and their
endocrine functions. Indeed, inhibition of UCPZ by genipin
reduces the insulin-stimulated glucose uptakein 3T3-L1 adi-
pocytes (1132). Thisfinding is also consistent with the effects of
hyperglycemia on adipocytes, which are associated with a
decreass in insulin sensitivity and the stimulation of inflam-
matory cytokines (64). Indeed, the effects of hyperglycemia
can be mimicked by stimulating mROS generation or, in
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FIG. 2. Deleterious redox cycle in obesity, The adipooyte
differentiation and hypertrophia lead to obesity and are as-
sociated with an increase in antioxidant defenses and an in-
crease of the glutathione content and its reduced form. These
alemants promote in turn adipocyte differentiation and hy-
pertrophia by preventing the antiadipogenic mitochondrial
reactive oxygen species signal . This in turn promotes further
ohesity, and a deeterious cyde takes place ASC, adipose
derived siromal cell; ROS, reactive oxygen species (Far in-
terpretation of the references to color in this figure legend, the
reader is referred to the web version of this artide at
ww'w liebertonline.com=ars).
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contrast, blunted by any manipulations that decrease mROS
generation, However, the downregulation of glutathione-5
transferase in adipose tissue leads 1o increased protein car-
bonylation, ROS produdtion, and mitochondrial dysfunction
and contribute to the development of insulin resistance and
T2D (29). More spectacularly, Villarroya's group demaon-
strated that the modulation of mROS levels by mitochondrial
activity, specifically as a consequence of the action of UCPZ,
controls adiponedin gene expression (26). This control pro-
vides a key physiological mechanism by which the energetic
status of adipose tissue conditions systemic insulin sensitivity
via mROS sgnaling and its effect on the balance of insulin-
senglizing or inflammataory cylokines (26, 64). These conclu-
sions are very consistent with a recent report showing that
mitochondrial superoxide anion levels are increased in four
models of insulin resistance, and that either pharmacologic or
genetic strategies that override or increase mitochondrial su-
peroxide anion levels reverse or trigger, respedlively, the
onsal of insulin-resistance both in vive and in vitro (51). Once
again, this implicates mitochondrial superoxide as a mela-
bolic sensor that links excess energy and the intracellular
medatolism of muscles with the contrel of insulin adion. In
the context of hyperglycemia or dyslipidemia, this impair-
ment could be enhanced by mitochondrial dysfunclion (40).

Morerecently, another mitochondrial source of superoxide
anion, the pé&she protein, was documented in the insulin
signaling pathway. It is noteworthy that such generation de-
pends on the eectron transfer of the respiratory chain but is
not intimately linked to mROS generation from complexes |
and |1l pGEshe was the first mammalian gena whose mula-
fion was demonstrated fo increase resistance to oxidative
stress and to prolong lifespan (72). It appears that pé&ishe
translocates to the mitochondria of stresschallenged cells
whereit catalyzes the formation of H205 in the mitochondrial
intermembrane space through an inherent ROSproducng
activity and decreases expression of manganese-dependent
S0D (78). This ROS formation might trigger the initiation of
the mitochendrial apoptosis pathway (41). This pathway is
activated by insulin speafically in adipocytes and regulates
insulin signaling through multiple mechanisms. In contrast,
the deletion of p66 (Shc) resulted in reduced triglyceride ac-
cumulation in adipocytes and decreased in vivofat mass (12),
Thesefindings suggest that p66|Shci-generated ROSregulates
the effect of insulin on energy metabolism in mice and that
such intracalular oxidative stress accelerates aging by favor-
ing fat deposition and fat-related disorders However, arecent
report described that p66 deficiency in ob=ob mice increased
inhibitory phosphorylation of IRS1 and enhanced the activity
of S6K, resulting in the improvement of insulin resistance in
obesa mice (89). The authors propose an explanation for the
discrepancy featuring a pro- or antiadipogenic role for this
enzymeaccording to theinsulinemia and nutrient availability
corresponding to a normal or diabetic context. They also
emphasized that when pg6shc KO mice arefed ahigh-fat diet,
they display better glucose contral, in spite of lower plasma
insulin levels, than wild-type mice.

At the intracellular leve, it was demonstrated that mild
oxidative conditions enhance the activation of the insulin re-
ceptor subunit, suggesting that optimal insulin responsive
ness involves a "redox priming” of the subunit (44). Thus,
the cross-talk between insulin and ROS signaling could be
initisted by the insulin-mediated generation of low levels of
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endogenous H3Os This conclusion, consistent with the
pro-insulin effect induced by H20., isquite different from the
prenious conclugsion that oxidative stress from the mitochaon-
drial respiratory chain inhibits adipogenesis. One explanation
for these different results is that mitochondrial dysfunctions
are not syslematically linked to the inhibition of adipogenesis
{31) and that triglyceride storage is not only dependent on
lipogenesis and free fatty acid uptake but also on lipid oxi-
dation. We can propose that, according to the alteration of
gectron transfer through the different complexes of the re-
spiratory chain, the oxidation processes could be impaired
enough toresult in lipid accumulation asadominant element.

In addition to the role of respiratory-chain-generated mROS
on adipocyte function, we questioned whether mROS pro-
duction may change ASC plasticity because these cells can
behave as endothdialdike cells (86). Indeed, ROS have been
shown to play major and positiverolesin blood vessel growth
aswdl asin vivo preconditioning protection (70). We showed
that trangent and moderate stimulation of mROSgeneration in
AEC before ther injection into ischemic hind limbs strongly
improved revasoularization and the number of ASC-derived
COMN-positivecallsin the ischemic area (18), mROSgeneration
increased the secretion of the pro-angiogenicand antiapoptotic
factors VEGF and HGF and greatly protected AS3Cs against
oxidative-stress-induced cell death (20). These data lead usto
propose a provocative scheme for adipose lissue development,
similar to tumor growth. When adipocytes become hypertro-
phic, hypoxia occurs and superoxide anions are generated by
the respiratory chain (19, 24, 46, 108), This signal inhibits the
adipogenic differentiation of ASCs and promotes thelr angio-
genic potential. This, in turn, triggers necangiogenesis, which
provides nulrients and oxygen to the enlarging tissue, in-
creasing oxygen tension, decreasing hypoxia, and promoting
adipogenesis. In this way, adipose tissue can enlarge through
successive waves of adipogenesis and angiogeness.

Moreover, all these phenomena, in vitro as well asin viva,
could participate in the site-spedfic adverse effects (lipody-
strophia) of drugs able to interact with mitochondria, such as
nucleotide reverse transcriptase inhibitors used in HIV-
treatment (32, 83).

Altogether, these data provide significant clues to consider
mROS a basic fundamental and physiclogical signal for adi-
pocyte functioning, including its endocrine function and de-
velopment that are dosely linked to its own energetic status.
According o the importance of such alink, it isreasonableto
propose that it could also participate in any of the dysfunc-
tions associated with impaired mitochondriain adiposetissue
that are regularly described in diabetic or ocbese patients (31).
Conversely, any improvement in mitochandrial function and
dectron transfer would be assodated with an improvement in
the disease via, at least in part, the recovery of physiological
mROS signaling (107).

Conclusion

Mitochondria are important energetic organel les that have
been shown in recent studies to generate ROS according to
nufrient, hormonal, and=or Oz fluxes and to mediate normal
responses. They represent a central crossroads of metabolic
pathways, and the genesis of mROS signals, occurring in the
respiratory chain, provides the cell with precise information
because mROS production reflects bath the input and need of
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energy. Signaling through mROS has now been identified in
numerous metabolic studiesand in many cell types, shedding
light an theoverall importance of mROSthroughout the body
and their crudal role in the control of energy status The de-
lineation of the physiological signaling that mROS enable
versusthe deleterious effects that they trigger remains blurresd
and meritsfurther investigation. Much remains to be explored
in terms of the physiological mechanism of the signal, its
novel targets, and the primary events leading to the pro-
gression and establishment of metabolic disorders in which
general oxidative stress plays a major role.
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