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Résumé

L'obésité est le désordre métabolique le plus courant en Amérique du Nord et constitue un facteur de
risque majeur dans le développement de plusieurs pathologies, incluant les maladies
cardiovasculaires et le diabete de type 2. L'obésité est causée principalement par un apport
nutritionnel surpassant les dépenses énergétiques. L'organisme doit étre en mesure d’évaluer
adéquatement son état nutritionnel pour moduler la balance énergétique et maintenir un poids
corporel sain. Cette détection se fait principalement dans I’hypothalamus médiobasal (MBH), une
région du cerveau essentielle au maintien de I’homéostasie glucidique et de la balance énergétique.
Plus précisément, le noyau arqué de I’hypothalamus peut détecter plusieurs signaux métaboliques
circulants comme le glucose et les acides gras, et hormonaux, comme l'insuline et la leptine. Ces
signaux modulent I'activité de deux populations neuronales distinctes, les neurones orexigénes NPY
et anorexigénes POMC, pour contrbler la prise alimentaire, les dépenses énergétiques, ainsi que
I’'homéostasie du glucose. Les types cellulaires et les mécanismes impliqués dans la détection des
acides gras et leurs effets sur la prise alimentaire et ’homéostasie énergétique ne sont pas bien
connus. Il est donc primordial de comprendre les mécanismes par lesquels notre organisme évalue

son état nutritionnel et par le fait méme, intervient pour maintenir une balance énergétique stable.

Le but du premier volet de ma thése a été de caractériser le métabolisme central des acides gras.
Nous cherchons ainsi a déterminer quel type cellulaire est impliqué dans le métabolisme des acides
gras et a évaluer I'impact du glucose sur ce dernier. Nos données suggerent que les astrocytes sont
les cellules cérébrales ayant la plus grande capacité a utiliser et a métaboliser les acides gras. Nous
montrons aussi que le couplage métabolique entre le glucose et les acides gras implique I'activation
de I’AMP-activated kinase (AMPK). De plus, ce couplage est spécifique aux régions hypothalamiques
puisque le métabolisme des acides gras est régulé par le glucose dans les astrocytes et les explants de
I’hypothalamus, mais pas du cortex. Finalement, nous montrons que cette interaction métabolique
dépend du type d’acide gras puisque I'oxydation et I'estérification du palmitate, mais pas de I'oléate,
sont couplées au glucose. Nos résultats démontrent pour la premiere fois I’existence d’un couplage
entre le métabolisme du glucose et des acides gras dans le cerveau. De plus, ce couplage est
spécifique a I'’hypothalamus, région impliquée dans la détection des nutriments et du contrdle de la

balance énergétique, ainsi qu’au type d’acide gras.



Etant donné I'importance des astrocytes dans le métabolisme central des acides gras, le deuxiéme
volet de ma thése vise a caractériser le métabolisme intracellulaire des acides gras dans les
astrocytes. Pour ce faire, nous nous sommes focalisés sur Acyl-CoA Binding Protein (ACBP), une
protéine presque exclusivement exprimée dans les astrocytes dans le cerveau et impliquée dans le
métabolisme des acides gras en périphérie. Nous voulions donc déterminer si le métabolisme des
acides gras astrocytaire était régulé par ACBP ainsi que s’il existe un mécanisme de régulation
différentiel des acides gras saturés et insaturés. Nous montrons que la déficience en ACBP réduit
I’oxydation ainsi que I'estérification des acides gras insaturés, mais pas des acides gras saturés, dans

les astrocytes et les explants hypothalamiques.

Finalement, le troisieme volet de ma thése vise a déterminer I'implication d’ACBP dans le contréle in
vivo de la prise alimentaire ainsi que d’identifier les mécanismes par lesquels ACBP et son produit de
clivage octadecaneuropeptide (ODN) agissent pour moduler la balance énergétique. Nos résultats
montrent que la perte de fonction d’ACBP spécifiquement dans les astrocytes augmente la
susceptibilité a I'obésité induite par une diéte riche en gras. De plus, nos résultats suggérent que
I'action anorexigeéne d’ODN serait dépendante de I'activation directe des neurones anorexigénes

POMC du noyau arqué via un récepteur couplé aux protéines G.

L'ensemble des résultats obtenus dans le cadre de cette thése supporte le role prépondérant des
astrocytes dans le métabolisme oxydatif des acides gras dans I’hypothalamus ainsi que leur capacité a
détecter les divers nutriments tels le glucose et les acides gras. De plus, nos travaux mettent en
lumiere un nouveau mécanisme de controle de la prise alimentaire et du métabolisme énergétique
via l'activation directe des neurones POMC par une protéine impliquée dans le métabolisme
intracellulaire des acides gras insaturés dans les astrocytes. Ceci suggére que |’action anorexigene des
acides gras insaturés soit médiée par leur liaison et/ou leur métabolisme intracellulaire via ACBP.
Finalement, nos résultats ouvrent la porte a l'identification d’une cible potentielle pour le traitement
des désordres alimentaires menant au développement de plusieurs pathologies telles I'obésité et le

diabete de type 2.

Mots clés: ACBP, acides gras, astrocytes, dépenses énergétiques, endozépines, gliotransmission,
hypothalamus, obésité, ODN, POMC, prise alimentaire



Abstract

Obesity is the most prevalent metabolic disorder in North America and is a major risk factor for the
development of various pathologies including type 2 diabetes. Obesity is caused by nutritional intake
overtaking energy expenditure. Thus, the body needs to be able to accurately assess its nutritional
status and modulate the energy balance accordingly to maintain a healthy body weight. This role can
be ascribed to the mediobasal hypothalamus (MBH), a brain region known for its implication in the
maintenance of glucose homeostasis and energy balance. Specifically, the arcuate nucleus is able to
detect both metabolic and hormonal signals from the periphery, such as glucose, fatty acids, insulin
and leptin. These signals act on the activity of two distinct neuronal populations, orexigenic NPY
neurons and anorectic POMC neurons, to control food intake, energy expenditure and glucose
homeostasis. The mechanisms and cell type involved in hypothalamic fatty acid sensing and
subsequent effects on food intake and energy homeostasis remain to be elucidated. It is thus crucial
to understand the mechanisms by which our body assesses its nutritional status and acts to maintain

a stable energy balance.

The first aim of my thesis was to characterize central fatty acid metabolism. We aim to identify which
cell type in the brain is involved in their metabolism. We also aim to evaluate if and how fatty acid
metabolism is modulated by glucose. Our data suggest that, in the brain, astrocyte have the highest
capacity to use and oxidize fatty acids. We also show a coupling between glucose and fatty acid
metabolism that relies on the AMP-activated kinase (AMPK) and is specific to the hypothalamus.
Indeed, fatty acid oxidation was regulated by glucose in astrocytes and brain slices from the
hypothalamus, but not from the cortex. Finally, we show that palmitate, but not oleate, oxidation and
esterification are coupled to glucose. Our findings reveal a metabolic coupling of glucose and fatty

acid metabolism in the brain specific to hypothalamic areas as well as to fatty acid type.

The second aim of my thesis was to characterize astrocyte fatty acid metabolism. We thus focused on
Acyl-CoA Binding Protein (ACBP), a protein involved in fatty acid metabolism in peripheral tissue that,
in the brain, is almost exclusively found in astrocytes. We looked to determine whether astrocyte
fatty acid metabolism is regulated by ACBP and if saturated and unsaturated fatty acids metabolism is
differentially regulated. We show that ACBP can regulate unsaturated, but not saturated, fatty acid

oxidation and esterification in both astrocytes and hypothalamic slices.



Finally, the third aim of my thesis was the in vivo regulation of food intake by ACBP as well as the
identification of a potential mechanism by which ACBP and its cleaved peptide octadecaneuropeptide
(ODN) modulate energy balance. Our data show that an astrocyte specific ACBP loss of function
increases susceptibility to high fat diet induced obesity. Our data also suggest that the anorectic
action of ODN (cleaved from ACBP) involves a direct activation of POMC neurons in the arcuate

nucleus via a G protein coupled receptor.

Taken together, our findings support the essential role of astrocytes in hypothalamic fatty acid
metabolism and their ability to detect various circulating nutrients such as glucose and fatty acids.
Our data sheds light on a potentially new mechanism of modulation of food intake and energy
expenditure via a direct activation of POMC neurons by ACBP. Thus, the anorectic action of
unsaturated fatty acid could require their binding and/or intracellular metabolism by ACBP. These
new data could lead to the identification of a clinically relevant target for the treatment of various

feeding disorders that could lead to pathologies like obesity and type 2 diabetes.

Key words: ACBP, astrocytes, endozepines, energy expenditure, fatty acids, food intake,

gliotransmission, hypothalamus, obesity, ODN, POMC
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Avant-propos

Le taux d’obésité est en croissance dans le monde et surtout en Amérique du Nord. Ce probleme de
santé publique n’est plus restreint aux pays les plus développés, mais touche maintenant les pays en
développement. L'organisme mondial de la santé (OMS) définit le surpoids lorsque I'indice de masse
corporelle ou IMC est supérieur ou égal a 25 kg/m? et I'obésité lorsque I'IMC atteint 30 kg/m?
(Ogunbode et al. 2011). Le pourcentage d’adulte en surpoids est passé de 58 % a 77 % aux Etats-Unis
de 2000 a 2009 et de 46 % a prés de 60 % au Canada durant la méme période selon I'OMS. L'obésité
entraine plusieurs autres comorbidités tels les maladies cardiovasculaires, le diabete de type 2,
I’hypertension, la dépression et plusieurs autres. Les problémes associés a I'obésité et au surpoids
sont nombreux et ont un énorme co(t sur la société. Le Canadian Obesity Network estime les colts
liés a I'obésité et au surpoids en 2010 a 4.1 % du budget canadien pour la santé, soit environ 6

milliards de dollars.

Bien qu’il existe plusieurs causes génétiques de I'obésité, elles ne composent qu’une trés petite partie
du probléeme d’obésité mondial. Le surpoids est essentiellement une dérégulation de la balance
énergétique durant laquelle les apports en énergie surpassent les dépenses. La régulation de cette
balance énergétique est au coeur du probleme. Cette problématique est surtaxée par la
consommation de nourriture riche en gras et en sucre qui peut entrainer une dérégulation de cette
balance et créer un cercle vicieux menant a une consommation toujours plus élevée de nourriture
riche en gras et en sucre. Ainsi les travaux présentés dans cet ouvrage ont été effectués dans
I'optique de mieux comprendre comment les divers nutriments comme le glucose et les acides gras

sont détectés au niveau du cerveau pour moduler en retour la balance énergétique.

Une meilleure compréhension de ces mécanismes de régulation de la prise alimentaire et des
dépenses énergétiques et des différents acteurs de ce contréle permettra d’identifier de nouvelles

cibles thérapeutiques pour le traitement de I'obésité et de ses comorbidités.
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| Hypothalamus et homéostasie énergétique

Pour pouvoir survivre dans un environnement dans lequel les conditions (température, disponibilité
de la nourriture, etc.) sont en constante fluctuation, I'organisme doit étre capable de réguler et
moduler différents parametres et réponses physiologiques. Ce controle a été décrit pour la premiére
fois par le physiologiste francais Claude Bernard en 1865 comme la capacité d’un organisme a
maintenir a des niveaux optimaux I'ensemble des conditions physiologiques, ce qu’il décrit comme
le milieu intérieur, malgré les variations de I'environnement externe (température, disponibilité de la
nourriture, etc.). Ce concept de milieu intérieur a été repris par le physiologiste américain Walter
Bradford Cannon en 1932 qui décrit ’homéostasie comme la coordination de I'ensemble des
processus physiologiques requis au maintien de I'état stationnaire, ou « steady-state » de
I'organisme. Pour maintenir ’lhoméostasie, I'organisme doit étre en mesure de réguler plusieurs
parameétres dont la température corporelle, la pression artérielle, la glycémie, ses réserves

énergétiques et plusieurs autres.

Le maintien de cette homéostasie repose sur la capacité de l'organisme a détecter les moindres
variations des parameétres du milieu intérieur et de pouvoir activer des réponses physiologiques
nécessaires pour les maintenir a des niveaux optimaux. Il est donc nécessaire d’avoir un systéme
centralisé capable de détecter les changements ainsi que de coordonner les différentes réponses
physiologiques de I'organisme. Au sein du systeme neurveux central, ou « Central Nervous System »
(CNS), I’hypothalamus est une structure capable d’assumer ce réle puisque ce dernier regoit une
variété de signaux, incluant des signaux hormonaux et nutritionnels, en provenance de différents
organes et peut les intégrer pour engendrer une réponse concertée appropriée. Ainsi I’hypothalamus
est impliqué, entre autres, dans le maintien de la pression artérielle, la température corporelle, le
rythme circadien, I'adaptation au stress, la balance énergétique et plusieurs autres fonctions vitales

(Routh et al. 2014, Chen et al. 2015).



I.1 Régulation hypothalamique de la balance énergétique

L’'homéostasie énergétique est un des parametres régulés en grande partie par I’hypothalamus. Pour
maintenir un poids corporel sain et stable, les neurones hypothalamiques doivent étre en mesure
d’équilibrer les apports énergétiques avec les dépenses tout en tenant compte des réserves
énergétiques disponibles a I'organisme. Les apports énergétiques proviennent principalement de la
consommation de nourriture, mais peuvent aussi inclure certains processus d’autophagie,
notamment les épithéliums du systeme digestif qui sont en constant renouvellement. Les dépenses
énergétiques proviennent de I'activité locomotrice, du métabolisme basal (I’énergie requise pour le
maintien des fonctions vitales a thermoneutralité telles la respiration, la circulation sanguine, etc.), la
digestion ainsi que les processus de thermogéneése. Cette régulation requiert une forme de
communication bidirectionnelle entre la périphérie et le CNS ainsi qu’entre les régions intra et extra
hypothalamiques. L’hypothalamus regoit donc des signaux en provenance de la périphérie lui
permettant de déterminer le statut nutritionnel de I'organisme, ceci se fait via la détection de
différents signaux nutritionnels et hormonaux. D’une part, différents nutriments circulants, comme le
glucose et les acides gras, sont détectés dans I’hypothalamus pour signaler I'état nutritionnel de
I’organisme et moduler la prise alimentaire (Blouet and Schwartz 2010). D’autre part, des signaux
hormonaux, comme l'insuline et la leptine, sont détectés dans I’hypothalamus ou elles ont des effets
similaires pour inhiber la prise alimentaire. Ces hormones sont sécrétées de facon proportionnelle a
la masse adipeuse et leur concentration refléte les niveaux des réserves énergétiques de I'organisme
(Niswender and Schwartz 2003, Ahima and Antwi 2008). Ces différents signaux agissent de fagon
concertée pour permettre la régulation a court terme (via la détection des nutriments) et a long

terme (contréle hormonal) de la prise alimentaire (Blouet and Schwartz 2010).

L’hypothalamus est divisé en plusieurs régions anatomiquement distinctes composées de différents
types de neurones. Le « Mediobasal Hypothalamus » (MBH) est considéré comme le centre de la
satiété puisque des lésions dans cette région chez le rongeur ont des effets sur les comportements
alimentaires et sur la prise de poids. Le MBH est a son tour divisé en plusieurs noyaux distincts soit le
« Arcuate Nucleus » (ARC), le «Ventromedial hypothalamus» (VMH) et « Dorsomedia
Hypothalamus » (DMH) (Kalra et al. 1999, Luquet and Magnan 2009). Ces différents noyaux sont

composés de populations distinctes de neurones et assument chacun des roles spécifiques. Les



noyaux du MBH sont généralement associés a la détection de nutriments, comme le glucose et les
acides gras, et d’hormones, comme l'insuline et la leptine. D’autres noyaux hypothalamiques comme
le « Paraventricular Nucleus » (PVN) recoivent des afférences en provenance de I’ARC et envoi des
projections vers des régions distales du cerveau dans le tronc cérébral comme le noyau moteur dorsal

et le noyau du tractus solitaire (Kalra et al. 1999, Luquet and Magnan 2009).

1.2 Noyau Arqué

Dans I’hypothalamus, I'ARC est idéalement situé pour la détection des variations dans les taux de
signaux circulants comme les différents nutriments et hormones. L’ARC est situé a la base du MBH au
niveau du troisieme ventricule prés de I'’éminence médiane, une région du cerveau ou la barriére
hémato encéphalique ou « Blood-Brain Barrier » (BBB) est fenétrée et est relativement perméable
aux signaux périphériques. Ces signaux sont ensuite relayés vers les autres noyaux de I’hypothalamus
qui sont ainsi capables d’intégrer ces signaux pour réguler la prise alimentaire ainsi que les dépenses
énergétiques (Sandoval et al. 2009). Ce noyau est composé principalement de deux populations
neuronales régulées de facon différentielle par les signaux nutritionnels, les neurones orexigénes co-
exprimant les neuropeptides agouti-related peptide (AgRP) et le neuropeptide Y (NPY), ainsi que les
neurones anorexigénes exprimant les peptides pro-opiomelanocortine (POMC) et « cocaine and
amphetamine-regulated transcript » (CART). Ces différentes populations neuronales forment des
projections, entre autres, vers les neurones du PVN exprimant le « Melanocortine Receptor » (MCR)
(Belgardt et al. 2009). Ce systeme hypothalamique de détection et régulation de la prise alimentaire

et des dépenses énergétiques est connu sous le nom de la voie hypothalamique de la mélanocortine.



1.2.1 Neurones POMC/CART

1.2.1.1 Pro-opiomélanocortine

Les neurones anorexigenes de I’ARC sont caractérisés par I'expression des neuropeptides POMC et
CART. POMC est un propeptide qui est clivé pour générer plusieurs hormones peptidiques incluant les
différentes « Melanocyte-Stimulating Hormone » (MSH), la B-endorphine et I’hormone
adénocorticotrope pour ne nommer que celle-ci (Millington 2007). Le type de peptide produit et
sécrété par les cellules POMC est déterminé par les différentes protéases exprimées dans ce tissu.
Certaines hormones peuvent aussi étre sécrétées en tant que pro-hormone et étre clivées a leur site
d’action par d’autres protéases qui ne sont pas exprimées dans les cellules sécrétant cette pro-
hormone (Bicknell 2008). Les neurones exprimant POMC sont principalement situés dans I’ARC de
I’hypothalamus, mais ils sont aussi présents dans d’autres régions cérébrales tels I'hippocampe et le
cortex (Bicknell 2008). Plusieurs études montrent que le glucose et les acides gras insaturés (oléate)
peuvent activer les neurones POMC. Ces derniers notent une augmentation de la fréquence des
« Action Potentials » (AP), par des enregistrements électrophysiologiques, suite a I'addition de
glucose (Parton et al. 2007) ou d’oléate (Jo et al. 2009). De plus, I'expression du neuropeptide
anorexigene POMC est régulée par le statut nutritionnel, elle est diminuée par le jeune et augmentée
par la prise alimentaire, ainsi que des sighaux hormonaux comme la leptine (Mizuno et al. 1998,

Hagan et al. 1999).

Dans I’ARC, POMC produit principalement I'a-MSH via son clivage par la prohormone convertase 1
pour produire I'’hormone adénocorticortope qui est a son tour clivée par la prohormone convertase 2
(Bicknell 2008). L’action d’a-MSH sur la prise alimentaire requiert I'activation du récepteur MCR dans
les neurones du PVN (Figure 1). Les deux principaux MCR exprimés dans le cerveau sont les MC3 et
4R. MCAR est le récepteur le plus fortement exprimé et son expression est répandue a plusieurs
régions du cerveau tels le cortex, I’hippocampe, I'amygdale, le tronc cérébral et I’hypothalamus, plus
particulierement le PVN, DMH et I’ARC (Kishi et al. 2003). L’expression de MC3R est plus restreinte et
est trouvée dans I'aire tegmentale ventrale, I’hippocampe et bien s(r I’hypothalamus (Roselli-Rehfuss
et al. 1993). Des études d’invalidation de ces deux récepteurs suggéerent que MC4R a un réle plus

important dans la régulation de la prise alimentaire due a un phénotype plus sévere, chez le KO MC4R



que les KO MC3R (Parker and Bloom 2012). L'obésité associée a I'augmentation de la prise
alimentaire et la réduction des dépenses énergétiques des souris MC4R KO est trés similaire a ce qui
est observé dans un modele d’invalidation du géne codant pour POMC (Gropp et al. 2005). Le role des
neurones du PVN dans la suppression de la prise alimentaire par la voie hypothalamique de la
mélanocortine est aussi mis en évidence par la réactivation sélective du récepteur MC4R (Balthasar et
al. 2005). En effet, la restauration de ce récepteur dans les neurones du PVN est suffisante pour
prévenir les augmentations de la prise alimentaire et de la prise de poids observées lors d'une
invalidation de MC4R. Par contre I'augmentation des dépenses énergétiques n’a pas été corrigée,
indiquant que différentes populations neuronales, intra ou extra hypothalamiques, peuvent étre
responsables des différents effets médiés par les neurones POMC. En plus de moduler la prise
alimentaire, il est aussi suggéré que ces neurones peuvent étre capables de diminuer
préférentiellement la consommation de diéete riche en gras (Boghossian et al. 2010). De plus, ces
souris déficientes en POMC vont préférentiellement consommer de la diete riche en gras (Tung et al.
2007, Garfield et al. 2009) si elles ont acces a des dietes riches en gras en plus de leur diete réguliére.
L'importance de la voie de la mélanocortine dans la régulation de la prise alimentaire ainsi que dans
le développement de 'obésité et du diabéte de type 2 est mise en évidence par le fait que des
mutations dans les génes codant pour POMC et MC4R sont les formes les plus fréquentes de I'obésité

monogénique observée chez I’humain (Vaisse et al. 1998, Yeo et al. 1998, Coll et al. 2004).

1.2.1.2 CART

Dans I’ARC, le peptide CART est exprimé dans les mémes neurones POMG, il est aussi exprimé dans le
PVN, co-exprimé avec I'ocytocine et la vasopressine, et 'aire latérale de I’hypothalamus (Vrang et al.
1999). Tout comme I'a-MSH, le peptide CART a une action anorexigéne, s’il est administré dans le
cerveau par injection intracérébroventriculaire (ICV) (Lambert et al. 1998). Les mécanismes par
lesquels CART inhibe la prise alimentaire ne sont pas aussi bien définis que pour I'a-MSH. Aucun
récepteur du peptide CART n’a été identifié jusqu’a présent et son effet inhibiteur sur la prise
alimentaire ne nécessite pas I'activation de la voie de la mélanocortine (Edwards et al. 2000). D’autres
données suggerent une régulation de I'expression de CART par les niveaux circulants de leptine ainsi
gu’une diminution de son expression chez les souris db/db déficientes pour le récepteur de la leptine

(Xu et al. 2014).



1.2.2 Neurones NPY/AgRP

1.2.2.1 Neuropeptide Y

Les neurones orexigenes de I'ARC produisent et sécrétent le peptide NPY. La majorité de ces
neurones expriment aussi un autre neuropeptide orexigéne, le peptide AgRP. NPY est un
neuropeptide de 36 acides aminés et a la capacité de moduler la prise alimentaire ainsi que les
dépenses énergétiques, faisant de lui un des plus importants neuropeptides orexigene du CNS. Ce
dernier est le membre principal de la famille des peptides NPY. Cette famille inclut le Peptide YY, le
Polypeptide pancréatique et bien sGr NPY (Acuna-Goycolea et al. 2005). Bien que NPY soit exprimé
dans plusieurs régions du cerveau, comme le cortex et le tronc cérébral, les niveaux d’expression les
plus élevés sont retrouvés dans I’ARC (Acuna-Goycolea et al. 2005). L'effet orexigéne de NPY a été
suggéré il y a déja plus d’une trentaine d’années chez le rongeur chez qui I’'administration ICV ou intra
hypothalamique de ce neuropeptide entraine une augmentation de la prise alimentaire et une prise
de poids (Clark et al. 1984, Stanley and Leibowitz 1985). Plus récemment, il a été démontré qu’une
administration chronique par ICV de ce neuropeptide conduit au développement de I'obésité chez les

rongeurs (Zarjevski et al. 1993).

Les neurones NPY sont activés en conditions de déficits énergétiques et agissent sur des neurones de
second ordre, tels les neurones du VMH, du DMH et de l'aire latérale de I'hypothalamus, mais
principalement les neurones du PVN. Les neurones NPY peuvent étre activés par la ghréline, un
peptide orexigene sécrété par le systeme gastro-intestinal. Inversement, ces neurones sont inhibés
par l'insuline et la leptine, qui ont pour effet de réduire la prise alimentaire (Loh et al. 2015). NPY agit
principalement via des récepteurs de type G Protein-Coupled Receptor (GPCR), les récepteurs Y, qui
sont exprimés sur plusieurs types de neurones au niveau du PVN, sur les neurones POMC de I'ARC et
méme sur les neurones NPY dans I’ARC. Les récepteurs Y sont généralement associés a la protéine G;,
leur conférant un profil inhibiteur (Kassis et al. 1987). Les neurones NPY projettent vers les neurones
de seconds ordres du PVN et, suite a leur activation, agissent sur ces derniers pour augmenter la prise
alimentaire et diminuer les dépenses énergétiques. Le groupe de Sternson et al. a montré récemment
qgue les neurones NPY sont capables d’inhiber les neurones a ocytocine du PVN pour augmenter la

prise alimentaire (Atasoy et al. 2012). Les neurones NPY peuvent aussi inhiber directement les



neurones POMC via leurs récepteurs Y ou via la relache d’un neurotransmetteur inhibiteur, le y-
aminobutyrique acid (GABA) (Acuna-Goycolea et al. 2005). Ces neurones peuvent aussi augmenter la
prise alimentaire en inhibant les récepteurs MC3/4R dans le PVN en aval des neurones POMC.

L'interaction entre ces différents neurones est résumée dans la Figure 1.

Hypothalamus Brainstem

Energy homeostasis

Food intake

Bone development

White adipose tissue

Brown adipose tissue

Ghrelin PYY Leptin Insulin

Lipogenesis

b ing of WAT Thermogenesis

TRENDS in Endacrimalogy & Melabolism

Reproduit avec la permission de Loh et al. 2015

Figure 1 : Interactions entre les neurones impliqués dans la régulation de la balance énergétique.

Les neurones NPY et POMC de I’ARC recoivent des signaux orexigenes et anorexigenes en provenance
de la circulation sanguine. Les neurones NPY agissent sur les neurones de second ordre du PVN via
leur récepteur Y ainsi que via la relache de GABA pour réguler une variété de fonctions physiologiques
incluant la prise alimentaire et la thermogénése. Les neurones NPY inhibent les neurones POMC de
I’ARC via le récepteur Y et la relache de GABA. Les neurones POMC agissent sur les neurones



exprimant le récepteur MC3 et 4R dans le PVN pour moduler la prise alimentaire et les dépenses
énergétiques. Les neurones de I’ARC ainsi que les neurones de second ordre du PVN peuvent agir sur
plusieurs noyaux du tronc cérébral pour réguler les différentes fonctions biologiques. Abréviations :
(3 V) troisieme ventricule, (GABA) Acide y-aminobutyrique, (TH) tyrosine hydroxylase, (NTS) noyau du
tractus solitaire, (LC) locus coeruleus, (PBN) noyau parabrachial, (WAT) tissu adipeux blanc.

1.2.2.2 Agouti-Related Peptide

AgRP est un neuropeptide composé de 132 acides aminés exprimé exclusivement dans I’ARC, plus
précisément dans les neurones exprimant NPY. En effet, ces deux neuropeptides orexigénes sont co-
exprimés dans plus de 95 % des neurones NPY (Broberger et al. 1998). Les propriétés orexigenes
d’AgRP ont été démontrées premiérement par administration ICV chez le rongeur (Rossi et al. 1998).
Plus récemment, il a été montré que |'activation de quelques neurones AgRP dans I’ARC entraine une
hyperphagie sévere (Aponte et al. 2011). Le mécanisme prépondérant par lequel AgRP augmente la
prise alimentaire est par antagonisme de la voie hypothalamique de la mélanocortine, tel que décrit
dans la Figure 1. AgRP est en effet un antagoniste endogene des récepteurs MC3 et 4R (Ollmann et al.
1997). L'invalidation des peptides NPY et AgRP ne semble pas produire de phénotype sur la prise
alimentaire (Parker and Bloom 2012), possiblement dii a un mécanisme compensatoire durant le
développement. D’autres études montrent que I'ablation des neurones NPY/AgRP uniquement chez
I'adulte produit une diminution sévere de la prise alimentaire (Luquet et al. 2005). Il a été suggéré
qgue la perte du signal inhibiteur GABAergique serait la cause principale de ce phénotype chez ces
souris, plutot que I'absence de ces neuropeptides. Effectivement, une activation pharmacologique du
récepteur GABAx directement au site d’action des neurones NPY/AgRP restaure I'appétit et une prise
alimentaire normale (Wu et al. 2009). Par contre, d’autres études ont montré que l'activation
spécifique des neurones AgRP dans I’ARC, par optogénétique, était suffisante pour engendrer une
réponse orexigene, indépendamment de la voie de la mélanocortine (Aponte et al. 2011). De plus,
I'inhibition des neurones POMC par AgRP n’est pas nécessaire a l'initiation de la prise alimentaire. En
effet, I'augmentation rapide de la prise alimentaire par I'activation spécifique des neurones AgRP

n’est pas prévenue par I'activation simultanée des neurones anorexigénes POMC (Atasoy et al. 2012).



Le MBH, et plus précisément I’ARC, comprend plusieurs populations neuronales formant un réseau
interconnecté capable de réguler la prise alimentaire ainsi que les dépenses énergétiques (Parker and
Bloom 2012). Ces différentes populations neuronales sont sensibles aux variations des nutriments et
hormones circulants et peuvent étre régulées par I'état nutritionnel (Mizuno et al. 1998, Loh et al.
2015). Ainsi, cette région cérébrale peut détecter est capable d’initier les réponses appropriées pour
le maintien de I’"homéostasie énergétique. Le cerveau est composé d’'une grande hétérogénéité de
types cellulaires, ayant des réles différents et complémentaires. La contribution spécifique de ces
différents types cellulaires dans la détection des nutriments ainsi que dans le contréle de la balance
énergétique n’est pas entierement élucidée. En effet, de plus en plus de données suggérent une
action concertée des cellules gliales et des neurones dans plusieurs processus centraux,
particulierement dans la détection des nutriments et du maintien de la balance énergétique en

réponse a cette détection.

Il Contribution des cellules gliales

Le cerveau est composé d’une grande variété de types cellulaires, dont les deux principales sont les
neurones, responsables des influx nerveux, et les cellules gliales. Ces derniéres ont longtemps été
considérées comme un simple support physique pour les neurones, d’ou leur nom qui dérive du mot
grec pour colle ou « glu » (Ndubaku and de Bellard 2008, Dale Purves 2011). Il est maintenant bien
établi que les cellules gliales ont plusieurs réles essentiels au fonctionnement des neurones et du
CNS. Les cellules gliales, particulierement les astrocytes, sont impliquées dans la formation des
synapses, fournissent les substrats énergétiques nécessaires a la neurotransmission et sont
également capables d’'une communication bidirectionnelle avec les neurones pour moduler la
transmission synaptique (Wang and Bordey 2008, Allen and Barres 2009). Les cellules gliales sont
couramment décrites comme les cellules les plus abondantes du CNS, le pourcentage de cellules
gliales est estimé a environ 90% des cellules cérébrales chez I'humain (Nedergaard et al. 2003,
Nishiyama et al. 2005). Cependant, de nouvelles techniques de comptage suggerent que ce ratio
puisse avoir été surestimé et se situerait plutdt autour de 50 % dans le cerveau adulte chez I’lhumain.

Ce ratio glie-neurones varie a travers les différentes régions du CNS, certains ont mesurés un
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pourcentage de cellules gliales a 19 % des cellules du cervelet, 58 % du cortex et 92 % du reste du

cerveau chez I’'humain (Azevedo et al. 2009, Herculano-Houzel 2014).

1.1 Diversité des cellules gliales

Tout comme les neurones, les cellules gliales sont loin d’étre une population homogéne. La glie est
composée d’une variété de types cellulaires qui peuvent étre classifiés en trois catégories selon leurs
fonctions et morphologie. Ainsi on retrouve les cellules microgliales, les oligodendrocytes et les
astrocytes. Respectivement, ces trois types cellulaires représentent environ 6 %, 76 % et 17 % des

cellules gliales du cerveau humain adulte (Pelvig et al. 2008).

11.1.1 Cellules microgliales

La microglie est la seule population de cellules gliales du CNS ayant une origine périphérique. Ces
cellules proviennent de précurseurs érythromyéloides de la vésicule vitelline et migrent vers le
cerveau en développement au jour embryonnaire 8 avant I'établissement de la BBB (Kierdorf et al.
2013, Casano and Peri 2015). En effet, ayant une origine similaire aux macrophages, les cellules
microgliales sont les macrophages résidents du tissu cérébral et protégent les neurones contre les
pathogénes potentiels. Ces cellules sont sensibles aux insultes tissulaires et favorisent la survie
neuronale en éliminant les débris cellulaires et en stimulant la réparation neuronale par la sécrétion
de plusieurs facteurs neurotrophiques tels Insulin like growth factor 1, I'interleukine 1B et interféron
v (Abi-Saab et al. 2002). Les cellules microgliales peuvent projeter leurs prolongements cellulaires sur
de longues distances dans le but de détecter ou de réagir aux dommages tissulaires (Hines et al.
2009). En plus de leur réle immunitaire, ces cellules sont impliquées dans le développement
embryonnaire du cerveau en stimulant la neurogénese, en phagocytant les neurones apoptotiques,

en raffinant les connexions synaptiques et en stimulant I’angiogenése (Casano and Peri 2015).
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11.1.2 Oligodendrocytes

Les oligodendrocytes forment la population de cellules gliales la plus abondante représentant environ
75 % de la glie chez I'humain adulte (Pelvig et al. 2008). Les « Oligodendrocytes Precursor Cells »
(OPC), sont considérées par certains comme le quatrieme type de cellules gliales exprimant le
protéoglycan NG2, qu’ils ont nommé cellules gliales NG2 ou glie NG2 (Nishiyama et al. 1999).
L'abondance et la distribution quasi uniforme des cellules NG2 dans le cerveau adulte suggerent que
ces cellules sont plus que de simples précurseurs d’oligodendrocytes (Richardson et al. 2011). En
effet, certains ont suggéré que les OPC seraient plutot des cellules souches adultes (Crawford et al.

2014).

La fonction principale des oligodendrocytes est d’assurer la myélinisation des axones pour accélérer
la vitesse de propagation des potentiels d’action (PA). Les oligodendrocytes enroulent leurs
membranes lipidiques autour des axones pour former la gaine de myéline tout en laissant des
« espaces » non myélinisés nommés noeuds de Ranvier. Comparativement aux autres membranes
lipidiques chez les eucaryotes, la gaine de myéline est extrémement riche en lipides, pouvant
atteindre 70-75 % de sa masse seche (Jahn et al. 2009). Cette gaine isole I'axone du milieu extérieur
et empéche la propagation de I'influx nerveux a travers les régions isolées. Les AP sont alors forcés de
« sauter » d’'un noeud de Ranvier a I'autre, accélérant ainsi la vitesse de I'influx nerveux. Ce dernier
peut passer d’environ 0.5-10 m/s dans un axone non myélinisé a environ 150 m/s dans un axone
myélinisé (Dale Purves 2011). Dans le CNS, chaque oligodendrocyte est en contact avec une
cinquantaine d’axones différents. En comparaison, une cellule de Schwann, I'équivalent des
oligodendrocytes dans le systeme nerveux périphérique, ne peut encapsuler qu’un seul axone
(Hildebrand et al. 1993, Jahn et al. 2009). Dans le CNS, tous les neurones ne sont pas forcément
myélinisés, les oligodendrocytes ciblent les neurones ayant un diamétre axonal supérieur a 200 nm
(Bradl and Lassmann 2010). La myélinisation des axones semble aussi étre dépendante de leur
activité électrique, par exemple, les neurones du nerf optique sont myélinisés uniquement a la suite
d’un stimulus visuel (Gyllensten and Malmfors 1963, Demerens et al. 1996). En effet, la majorité des
neurones myélinisés du CNS le sont uniquement lors des dernieres étapes du développement
embryonnaire et postnatal. Le processus de myélinisation axonal atteint son pic vers la premiere

année de vie et n’est pas tout a fait complété avant I’dge de 30 ans (Baumann and Pham-Dinh 2001).
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11.1.3 Astrocytes

Les astrocytes constituent la troisieme population de cellules gliales du CNS et est de loin la plus
diversifiée. Les astrocytes, ainsi nommeés du a leur forme étoilée, peuvent étre classifiés en deux types
principaux, les astrocytes protoplasmiques et les astrocytes fibreux. Les astrocytes protoplasmiques,
retrouvés principalement dans la matiere grise, possedent plusieurs prolongements ramifiés de facon
uniforme tandis que les astrocytes fibreux sont plus abondants dans la matiére blanche et sont
composés de longs prolongements moins nombreux (Sofroniew and Vinters 2010). Il existe cependant
plus de deux types d’astrocytes. Reichenbach et Wolburg les ont classifiés en plusieurs classes selon
leur morphologie (Reichenbach and Wolburg 2005). Ces différents types d’astrocytes sont
représentés dans la Figure 2. Cette grande hétérogénéité complique la caractérisation et définition de

cette population de cellules gliales (Kimelberg 2004, Emsley and Macklis 2006).
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Figure 2 : Diversité des astrocytes et des cellules épendymocytaires.

Représentation morphologique des différents types d’astrocytes tels que classifiés par Reichenbach
et Wolburg et leur positionnement relatif aux diverses structures du CNS. Abréviations : | tanycytes, |l
astrocytes radiaux (cellules gliales de Bergmann), Il astrocytes marginaux, |V astrocytes
protoplasmiques, V astrocytes velate, VI astrocytes fibreux, VII astrocytes périvasculaires, VIII
astrocytes interlaminaires, IX asctrocytes immatures, X épendymocytes, XlI cellules du plexus
choroide.

11.1.3.1 Structure et organisation

De facon générale, les astrocytes possedent de 5 a 8 prolongements principaux hautement ramifiés.
lIs sont généralement caractérisés par I'expression de divers marqueurs comme la vimentine, le
marqueur S100 ainsi que « Glial Fibrillary Acidic Protein » (GFAP). Malgré qu’aucun de ces trois
marqgueurs ne représente adéquatement tous les astrocytes, GFAP est le plus couramment utilisé. Ce
dernier est uniquement exprimé dans le corps cellulaire et les prolongements principaux de
I'astrocyte donnant I'apparence étoilée aux astrocytes. Si lI’'on tient compte de toutes les ramifications
secondaires provenant des quelques prolongements principaux, les astrocytes ont plutot la forme
d’un polygone arrondi (Figure 3) (Nedergaard et al. 2003). Dans la matiere grise, et possiblement
aussi dans la matiére blanche, ces astrocytes sont distribués de facon uniforme et hautement
organisée. Ceci fait en sorte que leurs prolongements occupent un espace relativement bien défini et
exclusif a un seul astrocyte, définit comme le domaine d’un astrocyte. Les domaines d’astrocytes
voisins ne se chevauchent pas (moins de 5 % de leur volume) et uniquement les ramifications les plus
fines de leurs prolongements peuvent former des jonctions gap avec les astrocytes voisins et ainsi
former un réseau communicant d’astrocytes (Ogata and Kosaka 2002, Nedergaard et al. 2003,
Houades et al. 2008). La Figure 3 montre un marquage d’astrocyte faisant contact avec un vaisseau
sanguin ainsi qu’une représentation de l'interaction entre astrocytes voisins. Les prolongements
astrocytaires sont étroitement associés avec les processus pré- et post-synaptiques des neurones et
forment une unité fonctionnelle référée en tant que synapse tripartite (Araque et al. 1999). La taille
du domaine d’un astrocyte chez la souris varie d’une région cérébrale a I'autre, par exemple dans le
cortex un astrocyte peut couvrir un volume total de 22 000 um? tandis que dans I’hippocampe ce

volume peut aller jusqu’a 85 000 pm?3. Etant donné qu’une majorité des synapses est associée a un
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astrocyte, un seul astrocyte dans I'hippocampe serait potentiellement associé a plus de 100 000
synapses. Les astrocytes humains sont beaucoup plus complexes et volumineux que chez le rongeur.
Contrairement aux 5 a 8 prolongements chez le rongeur, les astrocytes humains peuvent avoir jusqu’a
40 prolongements cellulaires principaux et couvrir un volume 27 fois plus grand. Ceci permettrait a un
seul astrocyte humain d’envelopper pres de 2 000 000 synapses (Oberheim et al. 2006, Houades et al.
2008, Oberheim et al. 2009). La majorité des astrocytes sont aussi en contact direct avec la
microvasculature du cerveau via leur pied astrocytaire. Ces derniers peuvent couvrir plus de 99 % de
la surface des capillaires sanguins dans le CNS. lls sont donc idéalement situés pour détecter et
transporter les substrats énergétiques de la circulation sanguine vers les neurones, en passant par le

vaste réseau interconnecté d’astrocytes (Kacem et al. 1998, Mathiisen et al. 2010).
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Figure 3 : Organisation et distribution des astrocytes dans le cerveau.

A- Coupe coronale montrant une distribution uniforme des astrocytes dans |I"hippocampe de souris,
les astrocytes sont marqués a I'aide d’un anticorps dirigé contre le marqueur S100. B- Coupe coronale
dans le cortex pariétal représentant un vaisseau sanguin entierement recouvert de pieds
astrocytaires, marquage a 'aide d’un anticorps dirigé contre le marquer astrocytaire GFAP. C- Image
d’un seul astrocyte exprimant la protéine fluorescente eGFP pour marquer les ramifications des
prolongements de l'astrocyte. Le marqueur GFAP ne permet de voir que les prolongements
principaux et secondaires, ce qui a conduit au terme astrocyte. D- Représentation de la forme et
I'organisation des astrocytes par rapport aux vaisseaux sanguins et aux autres astrocytes. Les
prolongements principaux positifs pour le marqueur GFAP sont représentés en bleu. Abréviations :
(eGFP) Green fluorescent protein, (GFAP) Glial fibrillary acidic protein.

1.2 Transport et métabolisme des nutriments

Plusieurs études récentes suggérent que les astrocytes soient impliqués dans la détection des
nutriments et la régulation de la balance énergétique (Garcia-Caceres et al. 2012). En effet, les
astrocytes sont idéalement positionnés pour pouvoir détecter les nutriments et hormones circulants.
Ainsi, avant de discuter les différents roles des astrocytes, il est important d’introduire les différents
concepts du transport et du métabolisme des nutriments dans le CNS et I'implication des astrocytes
dans ces processus. Le cerveau est isolé du reste du corps par la BBB, une structure composée de
jonctions serrées entre les cellules de I'endothélium des capillaires sanguins du cerveau. La BBB
assume un role essentiel en prévenant I'entrée de pathogénes et de toxines dans le cerveau et en
permettant une régulation du milieu extracellulaire, notamment I'homéostasie ionique via la
régulation des concentrations d’ions Na*, K* et Ca** (Hawkins and Davis 2005). Contrairement aux
endothéliums des vaisseaux sanguins périphériques, les cellules endothéliales dans le cerveau sont
imperméables aux petites molécules incluant les molécules hydrosolubles. L'imperméabilité de |la BBB
est assurée par plusieurs facteurs. (1) Les cellules endothéliales dans le CNS forment des jonctions
complexes formées de plusieurs protéines de jonctions serrées ainsi que des molécules d’adhésion
cellulaire. (2) Les endothéliums cérébraux ont des taux de transport vésiculaire inférieurs aux
endothéliums périphériques. (3) Le transport de molécules a travers la BBB se fait principalement par
des transporteurs hautement sélectifs. (4) Ces cellules expriment peu de molécules d’adhésion des

leucocytes, ce qui limite I'acces des cellules immunitaires au CNS. Par contre, les molécules gazeuses,
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tels I'oxygene et le dioxyde de carbone, ainsi que les petites molécules liposolubles, tels I’éthanol et
certaines drogues, peuvent diffuser librement a travers la membrane plasmique des cellules
endothéliales de la BBB (Abbott and Romero 1996, Abbott et al. 2006, Chow and Gu 2015). Le
transport du glucose, par exemple, est facilité par I'expression du glucose transporter (GLUT) 1 au
niveau de la BBB (Yeh et al. 2008). La Figure 4 décrit les divers modes de transport des

macromolécules a travers la BBB.
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Figure 4 : Modes de transport a travers la barriere hémato encéphalique.

Représentation d’une coupe transversale de la BBB et des pieds astrocytaires qui y sont associés ainsi
que des divers modes de transports a travers la BBB selon le type de molécules transportés. A- Le
passage des petites molécules hydrosolubles est séverement restreint, uniquement les plus petites
molécules peuvent emprunter cette voie. B- Les molécules liposolubles peuvent traverser au niveau
des cellules endothéliales. C- Les composés non liposolubles comme le glucose, les acides aminés et
les corps cétoniques sont transportés via des récepteurs membranaires par transport actif
(nécessitant I’ATP) ou passif. D- Les plus grosses molécules et certains peptides comme l'insuline sont
généralement transportés par endocytose médié par un récepteur. E- Les plus grosses protéines dans
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la circulation périphérique comme I'albumine sont transportées par endocytose suivant leur
adsorption sur la membrane plasmique des cellules endothéliales de la BBB.

Due a leur association particuliere avec la microvasculature du cerveau et la BBB (Figure 3 et Figure 4)
(Mathiisen et al. 2010), les astrocytes sont les cellules les mieux positionnées pour détecter et
transporter les nutriments de la circulation sanguine vers le CNS via leur pied astrocytaire. De plus,
ces cellules forment un vaste réseau d’astrocytes connectés par leur prolongement via des molécules
de jonction gap comme la connexin (CXN) 30 et 43. Ceci fait en sorte que les astrocytes peuvent
acheminer ces substrats énergétiques vers les régions du parenchyme cérébral qui n’ont pas un accés
direct a la circulation périphérique (Rouach et al. 2008). Les astrocytes sont aussi capables de stocker
le glucose sous forme de glycogéne pour répondre aux besoins énergétiques des neurones lors de
périodes d’activité neuronale (Gruetter 2003). En effet, la plus grande partie des dépenses
énergétiques du cerveau provient de I'activité neuronale (Harris et al. 2012, Howarth et al. 2012).
Ceci a amené plusieurs a proposer que les astrocytes seraient impliqués dans le transport des
nutriments et 'acheminement de ces derniers vers les neurones. Les astrocytes doivent donc étre
équipés pour le transport des principaux nutriments utilisé dans le cerveau, incluant le glucose et les

acides gras.

11.2.1 Glucose

Dans le cerveau, le transport du glucose se fait majoritairement au niveau des pieds astrocytaires, en
contact direct avec I'endothélium de la BBB. Son passage a travers cette membrane est facilité par le
transporteur de glucose GLUT1. Ce transporteur est présent sous deux formes différentiées par des
niveaux différents de glycosylation et donc leur poids moléculaire (Birnbaum et al. 1986). Dans le
cerveau, le variant de 55 kDa est exprimé exclusivement dans I’endothélium de la BBB tandis que le
variant de 45 kDa est majoritairement exprimé dans les astrocytes, les épendymocytes ainsi que les
membranes du plexus choroide et de fagon trés limitée chez les neurones (Simpson et al. 2007).
GLUT1 est un transporteur a haute affinité pour le glucose, soit environ 3 mM (Zhao and Keating
2007), il est donc saturé a de faibles concentrations de glucose, permettant ainsi un transport de

glucose ininterrompu, et ce, méme en période d’hypoglycémie.
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Cette association des astrocytes a la BBB ainsi que I'expression préférentielle de GLUT1 dans les
cellules gliales, plutét que dans les neurones, suggérent que le transport du glucose est effectué
principalement par les astrocytes. Ceci est supporté par plusieurs études employant des analogues
non métabolisable du glucose. Ces études montrent que le transport ainsi que I'utilisation du glucose
sont plus élevés dans les astrocytes que dans les neurones dans plusieurs modeéles in vitro (co-
cultures d’astrocytes et de neurones), ex vivo (explants d’hippocampe et de cervelet) ainsi qu’in vivo
(Barros et al. 2009, Chuquet et al. 2010, Jakoby et al. 2014). Cette préférence pour le transport et
I'utilisation du glucose par les astrocytes est observée surtout lors d’'une augmentation de I’activité
neuronale. Les auteurs montrent que les premiéeres étapes du métabolisme du glucose, notamment
sa phosphorylation par I’hexokinase, sont effectuées dans les cellules gliales (Barros et al. 2009,
Jakoby et al. 2014). En effet, I'activité de I'hexokinase est plus élevée dans les cellules gliales de
Bergmann et les astrocytes que dans les neurones (Katoh-Semba et al. 1988). Malgré cette utilisation
préférentielle du glucose dans les astrocytes, 'oxydation du glucose par les cellules gliales ne
représente pas plus de 20 % de I'oxydation totale du glucose (Harris et al. 2012, Hyder et al. 2013).
Effectivement, les dépenses énergétiques des astrocytes ne représentent qu’une tres petite portion
de la consommation d’Adenosine triphosphate (ATP) du cerveau, soit environ 5-15 %. L'énergie
produite par la phosphorylation de I’ATP dans le cerveau est presque entierement dédiée aux
processus synaptiques dans les neurones (Attwell and Laughlin 2001, Belanger et al. 2011). Dans le
corte, il est estimé que les divers processus synaptiques sont responsables de plus de 70 % de la
consommation d’ATP, soit 44 % pour la transmission synaptique et 16 % pour la propagation des AP
et 15 % pour le maintien des potentiels membranaires (Howarth et al. 2012). Les astrocytes
transportent donc le glucose de fagon disproportionnée par rapport a leurs dépenses énergétiques.
Cette disparité entre leur grande capacité de transport du glucose et leur relative faible
consommation énergétique suggere que la majorité du glucose transporté dans les astrocytes n’est
pas utilisé localement pour la production d’ATP (Barros et al. 2009, Chuquet et al. 2010, Jakoby et al.
2014). Ceci est compatible avec les observations d’Edmond qui suggére que les astrocytes ont un

profil beaucoup plus glycolytique qu’oxydatif, quant au métabolisme du glucose (Edmond et al. 1987).

Les astrocytes ont une grande activité hexokinase (Katoh-Semba et al. 1988, Sanchez-Alvarez et al.
2004), entrainant sa séquestration intracellulaire par sa phosphorylation en glucose-6-phosphate.
Une fois phosphorylé, la majorité du glucose peut étre dégradé par la glycolyse pour produire

principalement du lactate ou étre utilisé pour la synthése du glycogéne (Wiesinger et al. 1997). La
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production d’ATP a partir du glucose dans les astrocytes peut étre maintenue presque exclusivement
par la glycolyse. De plus, cette glycolyse est maintenue, voire méme stimulée, en conditions
hypoxiques jusqu’a ce que la production de lactate entraine une acidose lactique (Zwingmann and
Leibfritz 2003). Cette capacité d’utilisation du glucose en condition hypoxique n’est pas observée chez
les neurones et permet aux astrocytes de maintenir la production d’ATP dans des conditions

hypoxiques ou ischémiques.

Dans le cerveau, seuls les astrocytes sont capables de synthétiser et de stoker des réserves de
glycogene en condition non pathologiques (Vilchez et al. 2007, Barros 2013). Ces réserves de
glycogéne dans le cerveau sont estimées a environ 3-12 umol/g (Barros 2013). En comparaison, le
foie contient des réserves de glycogéne d’environ 100-500 umol/g et le muscle squelettique 300-350
pmol/g (Cruz and Dienel 2002, Brown and Ransom 2007). Le glycogéne astrocytaire est une réserve
essentielle de glucose utilisée durant les augmentations rapides de |'activité neuronale qui requierent
un apport immédiat de substrat énergétique qui ne peut étre fourni assez rapidement par une
augmentation du flux sanguin (Brown and Ransom 2007). De plus, le contenu en glycogene dans les
astrocytes peut étre régulé par le glutamate durant ces périodes d’activité (Brown and Ransom 2007,
Sofroniew and Vinters 2010). L’activité neuronale peut méme étre maintenue exclusivement par le
glycogeéne astrocytaire durant les périodes d’hypoglycémie ou de privation de glucose (Brown et al.
2005, Brown and Ransom 2015). Le glucose peut aussi étre dirigé vers la voie du pentose phosphate,
qui est une voie anabolique produisant du ribose-5-phosphate, un sucre a cingq carbones nécessaire a
la synthése des acides nucléiques. Cette voie n’est pas favorisée en conditions normales et ne
représente que 6 % du glucose utilisé dans un systéme d’astrocytes primaires en culture (Ben-Yoseph

et al. 1994).

Ceci a amené le groupe de Magistretti et Pellerin a élaborer une hypothése de coopération astrocyte-
neurone ou « Astrocyte-Neuron Lactate Shuttle » (ANLS). Ce modéle de coopération métabolique
entre les astrocytes et les neurones suggére que le glucose serait initialement pris en charge par les
astrocytes, ou il serait converti en lactate suite a sa glycolyse avant d’étre acheminé vers les neurones
pour son oxydation compléte. Cette hypothése de I'ANLS (Figure 5) sera discutée plus en détail dans

une section subséquente.
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11.2.2 Acides gras et corps cétoniques

Plusieurs études ont suggéré que les acides gras ne pouvaient pas franchir la BBB et que le cerveau
était capable de synthétiser les différents lipides dont il avait besoin. D’autres suggerent que certains
acides gras essentiels, comme I’acide linoléique, peuvent traverser la BBB, tandis que les acides gras
saturés et insaturés dits « non essentiels » sont exclusivement produits par la synthése de novo et
suggerent 'existence d’un mécanisme de transport sélectif de certains acides gras (Edmond 2001).
Des études de perfusion d’acides gras radio marqués ([**C] palmitate) suggérent que les acides gras
libres sont rapidement transportés dans le cerveau a travers la BBB. Ces études montrent qu’environ
40% du [**C] palmitate dans le cerveau est incorporé dans les phospholipides et les lipides neutres
apres environ 45 s de perfusion intra carotidienne (Smith and Nagura 2001). De fagon intéressante, la
capacité de transport des acides gras peut varier d’'une région a l'autre du cerveau. L'indice de
captation du cerveau, ou « brain uptake index », pour le [**C] palmitate est d’environ 30% dans
I’hypothalamus comparé a 22% dans le reste du cerveau (Clement et al. 2002). De plus, prés de 20 %
des dépenses énergétiques du SCN proviennent de I'oxydation des acides gras. Une telle contribution
nécessite donc un apport exogene d’acides gras vers le cerveau et ne peut étre expliquée par une
synthése de novo (Ebert et al. 2003). L’abondance en polyunsaturated fatty acid (PUFA) essentiel dans
le cerveau, notamment l'acide arachidonique et le « Docosahexanoic Acid » (DHA), implique

I’existence d’'un mécanisme de transport des acides gras a travers la BBB (Liu et al. 2015).

Bien que le transport des acides gras a travers la BBB n’est pas remis en doute, plusieurs questions
restent quant a quels mécanismes de transports actifs ou passifs ces derniers emploient. Plusieurs
hypothéses ont été formulées quant a la maniére dont les acides gras traversent la BBB. Ces
hypotheses peuvent étre classifiées sous deux catégories principales, la diffusion passive par flip-flop
et le transport facilité par des protéines membranaires. L’hypothése de la diffusion passive par flip-
flop implique le passage d’acides gras libres, soit des « Non-Esteriied Fatty Acid » (NEFA) qui ne
seraient pas liés a des protéines. Les acides gras sont des molécules amphiphiles, ils peuvent ainsi
s’adsorber et s’incorporer a la membrane luminale de I’'endothélium de la BBB. Par la suite, ils se
dissocient du c6té intracellulaire de la membrane, ou leur concentration est plus faible que dans la
circulation périphérique (Hamilton and Brunaldi 2007). L’hypothése du transport facilité suggere que
la BBB est relativement imperméable aux acides gras et que ces derniers requierent des mécanismes

de transport facilités par des protéines pour traverser.
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La grande majorité des acides gras circulants sont liés a des protéines sous une forme ou un autre.
Ainsi ils peuvent étre liés a I'albumine en tant que NEFA, ou estérifiés en triacylglycerol (TAG) associés
a des lipoprotéines. Sous ces deux formes, les acides gras ne peuvent passer la BBB, ils doivent
d’abord se dissocier de I'aloumine ou étre hydrolysés par des protéines lipases (Smith and Nagura

2001, Spector 2001).

La lipoprotéine lipase (LPL) est une des enzymes clé dans I’hydrolyse des TAG circulants et dans le
transport des acides gras dans les tissus périphériques pour leur oxydation mitochondriale ou pour
étre estérifiés a nouveau en TAG (Wang and Eckel 2009). Ainsi il est possible que cette lipase soit
aussi impliquée dans le transport des acides gras vers le CNS. La LPL est exprimée et fonctionnelle au
niveau de la BBB et est méme régulée a la baisse par le jeune (Brecher and Kuan 1979, Eckel and
Robbins 1984). De plus, des déficiences de la LPL neuronale diminuent le transport d’acides gras dans
I’hypothalamus et contribuent au développement de I'obésité (Wang et al. 2011). Cette diminution
est aussi observée dans un systéme de cultures neuronales hypothalamiques invalidées pour la LPL

(Libby et al. 2015).

Une des faiblesses de la théorie de la diffusion passive est qu’elle ne peut, par elle-méme, expliquer la
sélectivité du transport de certains acides gras. En effet, un transport sélectif a travers une membrane
est généralement associé a un transport par des protéines membranaires. Ce « transport sélectif » est
parfaitement illustré par les différences entre les niveaux de deux acides gras essentiels dans le
cerveau, soit le DHA et le « Eicosapentaenoic Acid » (EPA). Les concentrations de DHA sont environ
250 a 300 fois plus élevées que pour I'EPA mais, dans le plasma ils ne sont que 4 fois plus élevés. Ceci
semble suggérer que le DHA est transporté de facon préférentielle ou a un taux de transport plus
élevé que I'EPA (Kitson et al. 2012). Malgré ces grandes différences dans les niveaux de ces deux
PUFA dans le cerveau, leurs coefficients de transport vers le cerveau sont presque identiques. De
plus, ce coefficient de transport est comparable a celui du diazépam, une molécule capable de
diffuser librement vers le cerveau, suggérant que ces deux acides gras diffusent a la méme vitesse
que des molécules lipophiles (Ouellet et al. 2009). De plus, une autre indication que ces acides gras
diffusent librement est que leur transport n’est pas saturable a des concentrations physiologiques
puisque I'addition de grandes concentrations (jusqu’a 100 uM) de DHA ou EPA non radio-marqué ne
diminue pas le taux de diffusion de leurs traceurs respectifs (Ouellet et al. 2009) et que seul leur

complexation a I'albumine diminue cette diffusion en réduisant la proportion « libre » de ces acides
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gras. Ainsi, les différences de niveaux de DHA et D’EPA sont probablement dues a une différence dans
leur utilisation une fois dans le cerveau plutot qu’a un transport sélectif. En effet, contrairement au
DHA, I'EPA est rapidement oxydé dans la mitochondrie, suite a son passage a travers la BBB (Chen et
al. 2009, Chen and Bazinet 2015). Ceci est aussi le cas pour d’autres PUFA qui sont « sous-
représentés » dans le cerveau, comme l'acide linoléique et a-linolénique. Ces deux acides gras a
longue chaine seraient rapidement oxydés avant de subir plusieurs étapes d’élongation et former

respectivement I’acide arachidonique et le DHA (Demar et al. 2005, DeMar et al. 2006).

Un autre argument souvent avancé contre la diffusion passive est I'expression de différents
transporteurs d’acides gras comme «fatty acid transport protein (FATP) » et la translocase des acides
gras au niveau de la BBB. La présence de ces derniers semble indiquer gu’ils sont impliqués et
importants dans ce processus (Mitchell et al. 2011). Cependant, plusieurs études incluant des études
d’invalidations génétiques (Xu et al. 2013) remettent en cause I'activité translocase de ces protéines
et suggerent que ces deux « transporteurs » n’ont pas la capacité de transporter les acides gras a
travers la membrane. Ces protéines ont toutefois une activité Acyl-CoA synthase qui permet de
séquestrer les acides gras dans la cellule et facilitent ainsi leur métabolisme intracellulaire (Hamilton
and Brunaldi 2007, Xu et al. 2013). Puisque les Acyl-CoA, contrairement aux NEFA, ne sont pas
capables de diffuser par flip-flop a travers la bicouche lipidique, ces protéines de transport des acides
gras faciliteraient leur transport en diminuant leurs concentrations intracellulaires et en empéchant
leur sortie par diffusion passive. De plus, I'analyse de la structure de ces protéines révele qu’ils sont
presque entierement localisés dans le cytosol, ceci rend improbable un réle direct dans le transport

des acides gras extracellulaires (Lewis et al. 2001, Hamilton and Brunaldi 2007).

La réalité du transport des acides gras a travers les différentes membranes cellulaires est
probablement une combinaison de la diffusion passive et du transport facilité. Les acides gras
diffusent librement a travers la membrane par flip-flop. Cette diffusion est un processus
bidirectionnel et requiert donc un gradient de concentration de part et d’autre de la membrane ou
une maniére de séquestrer les acides gras une fois a I'intérieur de la cellule. Ce gradient en NEFA peut
alors étre maintenu par différentes protéines de liaison aux acides gras comme les fatty acid binding
protein (FABP), ou sont convertis en Acyl-CoA par les Acetyl-CoA synthetase (ACS) ou FATP. En accord
avec cette vision, le taux de transport vers le cerveau est influencé par le flux d’utilisation des acides

gras, notamment entre I’estérification et I'oxydation B des acides gras (Chen et al. 2008).
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En plus des acides gras et du glucose, le cerveau peut utiliser les corps cétoniques comme substrat
alternatif, ceci est particulierement important durant le développement postnatal (Cornford and
Cornford 1986, Hasselbalch et al. 1995). Ce transport de corps cétoniques peut aussi étre accentué
durant les périodes de je(ine (Gjedde and Crone 1975, Pan et al. 2000). Les corps cétoniques sont
transportés par une catégorie de transporteurs membranaires capables de transporter le lactate, le
pyruvate ainsi que les corps cétoniques. Ces « Monocarboxylate Transporters » (MCT) sont exprimés
au niveau des cellules endothéliales de la BBB ainsi que sur les pieds astrocytaires. MCT1 est exprimé
dans les cellules endothéliales de la BBB tandis que MCT2 est fortement exprimé dans les astrocytes,
ces derniers peuvent aussi étre exprimés dans les neurones (Conn et al. 1983, Nehlig 2004). Le

transport des corps cétoniques est donc similaire a celui du glucose et du lactate.

Le cerveau peut ainsi compter sur un apport périphérique de divers substrats énergétiques, comme le
glucose, les acides gras et les corps cétoniques, pour subvenir a ses besoins énergétiques. Par contre,
ces différents substrats ne contribuent pas tous au méme niveau au métabolisme énergétique. Le
glucose est utilisé de maniere préférentielle a I’age adulte tandis que les corps cétoniques peuvent

combler ces besoins durant des périodes de jeline prolongé ou durant le développement postnatal.

11.2.3 Métabolisme énergétique

Le cerveau constitue environ 2 % de la masse corporelle, il consomme pourtant plus de 20 % de la
quantité totale d’oxygéne et plus de 25 % du glucose au repos (Belanger et al. 2011). Ces besoins
énergétiques, qui semblent disproportionnés vis-a-vis la masse relative du cerveau, peuvent étre
expliqués par la grande consommation énergétique de I’activité neuronale. En effet, environ 75 % des
dépenses énergétiques totales du cerveau, estimées a 27.2 umol d’ATP/g/min dans le cortex,
proviennent des différents processus de signalisation cellulaire incluant le maintien des potentiels
membranaires (15 %), les AP (16 %) et les différents processus nécessaires a la transmission
synaptique incluant la synthése et le recyclage des neurotransmetteurs (44 %) (Harris et al. 2012,
Howarth et al. 2012). Pour étre capables de maintenir et méme augmenter ces niveaux élevés de
dépenses énergétiques, pour soutenir une augmentation d’activité neuronale, les neurones ont
besoin d’un apport constant d’une grande quantité de substrats énergétiques. L’approvisionnement

neuronal en glucose, la principale source d’énergie du cerveau provient principalement de la
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circulation périphérique ainsi que de ses réserves internes, stockées sous forme de glycogene (Barros

2013).

Le cerveau utilise principalement le glucose pour répondre a ses besoins énergétiques, mais ce
dernier est aussi capable d’utiliser les acides gras (Lewandowski et al. 1991, Cunnane et al. 2001). De
plus, plusieurs des enzymes impliquées dans le métabolisme intracellulaire des acides gras sont
exprimées dans le cerveau et restent actives dans plusieurs régions a I’dge adulte (Obici et al. 2003,
Moulle et al. 2013). D’autres indications de la capacité du cerveau a oxyder les acides gras
proviennent de l'isolation de cellules cérébrales, notamment les cellules gliales, qui sont capables
d’utiliser les acides gras pour leurs besoins en énergie (Edmond et al. 1987). D’autres études, utilisant
des traceurs radioactifs, montrent qu’environ 85 % et 60 % de I'acide a-linolénique et linoléique
(Demar et al. 2005, DeMar et al. 2006), ainsi que I'EPA (Chen et al. 2009), sont oxydés rapidement
apreés leur infusion dans la circulation périphérique. Une étude récente sur des cellules progénitrices
de la « Subventricular Zone » (SVZ) montre que ces cellules utilisent de fagon efficace les acides gras

pour produire de I’ATP (Stoll et al. 2015).

Les acides gras sont des molécules tres riches en énergie. En effet, I'oxydation compléete d’un acide
gras en CO; produit plus de molécules d’ATP par carbone que le glucose soit environ 8 ATP par
carbone, dans le cas du palmitate, contre 6 pour le glucose. Ceci est d(i au fait que chaque paire de
carbones de I'acide gras produit un Acétyl-CoA a I'exception du dernier cycle de B-oxydation tandis
gue les 6 carbones du glucose ne produisent que 2 Acétyl-CoA (Harvey Lodish 2000). Les acides gras
sont donc un substrat de choix pour les organes et les tissus ayant de fortes demandes énergétiques.
Le coeur avec sa forte consommation d’environ 6 kg d’ATP par jour (Wang et al. 2014) produit 50-70
% de ses réserves d’ATP a partir de I'oxydation des acides gras (Lopaschuk et al. 2010). Bien que le
cerveau ait lui aussi de grands besoins énergétiques, uniquement 20 % de ces derniers sont comblés
par I'oxydation des acides gras (Ebert et al. 2003). Si I'on considere les besoins énergétiques élevés du
cerveau lors d’activité neuronale accrue, ainsi que sa faible capacité de stockage de réserves
énergétiques, il semblerait logique pour le cerveau d’oxyder majoritairement le substrat ayant la plus
grande densité énergétique, 39 kl/g pour les « Long-Chain Fatty Acid » (LCFA), comparé a 17 kJ/g pour
le glucose (Schonfeld and Reiser 2013). Plusieurs raisons peuvent expliquer pourquoi I'oxydation des
acides gras n’est pas favorisée dans le cerveau. L'oxydation B des acides gras consomme plus

d’oxygene et génere plus de dérivés réactifs de I'oxygene que I'oxydation du glucose (Schonfeld and
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Reiser 2013). Le cerveau est un organe qui est trés sensible a I’hypoxie, une baisse trop prononcée de
I’oxygénation du cerveau inactive la phosphorylation oxydative, principale voie de production de
I’ATP dans le cerveau, empéchant alors les neurones de maintenir les gradients ioniques nécessaires a
leur activité (Erecinska and Silver 2001). Il est aussi possible de produire de I’ATP en condition
anaérobique avec le glucose via la glycolyse, ce qui n’est pas possible avec les acides gras. Finalement,
I’oxydation du glucose génére I’ATP plus rapidement que I'oxydation des acides gras, qui n’est peut-
étre pas assez rapide pour fournir les neurones en périodes d’activité synaptique élevées (Schonfeld
and Reiser 2013, Chen et al. 2014). Malgré le fait que I'oxydation des acides gras ne soit pas favorisée
dans le cerveau, certains acides peuvent étre oxydés suite a leur transport dans le cerveau. C'est le
cas de I'acide linoléique et a-linolénique qui sont préférentiellement oxydés plutot qu’estérifiés ou

utilisé pour la synthese d’AA et de DHA (Demar et al. 2005, DeMar et al. 2006).

Une autre indication de l'importance de |'oxydation des acides gras dans le cerveau vient des
maladies liées a des désordres de I'oxydation des acides gras. Les défauts de |'oxydation des acides
gras sont un regroupement de défauts dans une ou plusieurs enzymes impliquées dans le transport
ou le métabolisme oxydatif des acides gras. Ces maladies peuvent causer des encéphalopathies et des
crises épileptiques, une hypotonie et des léthargies pouvant conduire jusqu’au coma (Wajner and
Amaral 2015). De plus, plusieurs maladies neurodégénératives, telles la maladie de Parkinson, la
maladie de Huntington, la maladie d’Alzheimer et plusieurs autres, sont caractérisées par des défauts

de I'activité oxydative mitochondriale (Chaturvedi and Flint Beal 2013).

Les astrocytes sont les principaux utilisateurs des acides gras dans le cerveau. lls vont ainsi oxyder
préférentiellement les acides gras et les corps cétoniques plutét que le glucose (Edmond et al. 1987).
En fait, la plus grande partie de I'oxydation astrocytaire des acides gras comme le palmitate conduit a
la production de corps cétoniques (Blazquez et al. 1998). Ces derniers pourront ainsi étre acheminés
vers les neurones pour étre oxydés comme substrat alternatif au glucose (Guzman and Blazquez

2001), ce concept de navette sera élaboré dans une section subséquente.
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lll Role des astrocytes dans le cerveau

Les astrocytes ont longtemps été considérés comme des cellules de soutien pour les neurones. Nous
savons maintenant que les astrocytes ont une implication plus directement dans plusieurs processus
neuronaux incluant la recapture des neurotransmetteurs, le maintien de I’homéostasie ionique et du
pH de la synapse, la régulation du flux sanguin, la migration des neurones lors du développement
ainsi que le stockage et I'acheminement de substrats énergétiques vers les neurones ainsi que
plusieurs autres fonctions incluent le sommeil, la cognition, la potentialisation a long terme et
également dans la prise alimentaire (Ogata and Kosaka 2002, Nedergaard et al. 2003, Halassa et al.
2009, Sofroniew and Vinters 2010, Newman et al. 2011, Frank 2013). Nous allons discuter dans les
sections suivantes du role des astrocytes dans le couplage métabolique avec les neurones, la

régulation de I'activité synaptique et certaines fonctions physiologiques récemment découvertes.

I11.1 Navettes Astrocyte-Neurone

1l.1.1 Lactate

Comme mentionné plus haut, pour pouvoir adéquatement fournir la quantité d’énergie nécessaire
aux neurones, il n’est pas suffisant de simplement leur fournir des substrats énergétiques. Les
astrocytes doivent aussi étre capables de détecter les augmentations de I'activité neuronale et ainsi
augmenter cet apport énergétique. Les astrocytes détectent I'activité neuronale via leur capacité a
transporter le glutamate relaché dans la fente synaptique par le neurone présynaptique. Magistretti
et Pellerin ont proposé que cette recapture du glutamate entraine une augmentation de l'utilisation
du glucose sous forme de glycogénolyse aérobique et de glycolyse dans les astrocytes pour produire
du lactate. Le lactate produit dans les astrocytes est acheminé aux neurones ou il sera converti en
pyruvate par le lactate dehydrogenase (LDH) et oxydé pour produire de I’ATP (Magistretti and Pellerin
1999) ou pour la synthése de glutamate et ainsi restaurer les stocks de neurotransmetteurs du
neurone (Pellerin et al. 1998). lls proposent ainsi un modéle I’ANLS résumé dans la Figure 5 ci-dessous

(Pellerin and Magistretti 1994, Magistretti 2006).
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Figure 5 : Couplage métabolique et modeéle de la navette astrocyte-neurone du lactate.

Les astrocytes couplés aux synapses glutamatergiques sont capables de détecter 'augmentation de
I’activité neuronale par la recapture du glutamate via leurs récepteurs EAAT, ce neurotransmetteur
est réacheminé aux neurones sous forme de glutamine. Les astrocytes, en contact étroit avec les
capillaires sanguins transportent le glucose et I'entrepose sous forme de glycogéne. En réponse a
I’activation neuronale, les astrocytes acheminent le lactate provenant de la glycogénolyse et la
glycolyse aux neurones qui I'utilisent pour répondre a leurs besoins énergétiques ou pour la synthése
de glutamate. Abréviations: (ADP) adénosine biphosphate, (ATP) adenosine triphosphate, (GS)
glutamine synthase, (GLS) glutamate synthase, (GLUT) Glucose transporter, (EAAT) Excitatory amino
acid transporter, (LDH) lactate déshydrogénase, Monocarboxylate transporter (MCT).
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Le modele de I’ANLS est en opposition a I’hypothese classique qui stipule qu’une augmentation de
I'activité neuronale entraine une augmentation de I'utilisation du glucose a la fois dans les neurones
et les astrocytes en augmentant la glycolyse ainsi que I’oxydation aérobique du glucose pour générer
de I’ATP. Plusieurs observations in vitro et ex vivo supportent I'hypothése de I’ANLS, notamment le
fait que les neurones en culture oxydent préférentiellement le lactate en CO; plutdt que le glucose. Le
lactate est capable de maintenir 'activité synaptique en absence de glucose ex vivo (Bouzier-Sore et
al. 2003, Itoh et al. 2003, Ivanov et al. 2011). Le profil d’expression des génes impliqués dans le
transport et le métabolisme du lactate dans les astrocytes et les neurones est compatible avec et
tend a supporter I'hypothese de I’ANLS. Les astrocytes expriment MCT1, I'isoforme associé a I'export
du lactate, tandis que les neurones expriment MCT2, associé au transport intracellulaire (Broer et al.
1997, Baltan 2015). De plus, les astrocytes expriment LDH5, conversion du pyruvate en lactate, tandis

gue les neurones expriment LDH1 qui catalyse la réaction inverse (Bittar et al. 1996).

Cette hypothese est aussi supportée via plusieurs études in vivo montrant que le lactate est suffisant
pour soutenir I'activité neuronale en hypoglycémie sévére et qu’il peut méme étre oxydé de fagon
préférentielle par rapport au glucose (Wyss et al. 2011). D’autres études suggerent que I'apport de
lactate vers les neurones, plutét que le glucose, est un processus important de la « Long Term
Pontentiation » (LTP) chez le rat. Ces études montrent que lI'inhibition de I’ANLS, par I'inhibition de
I’export de lactate par les astrocytes ou par I'inhibition de sa capture par les neurones, inhibe la LTP
et la formation de la mémoire a long terme chez les animaux (Newman et al. 2011, Suzuki et al.
2011). Ces observations sont supportées par une étude plus récente montrant une restauration du
conditionnement opérant par une infusion de lactate dans I'amygdale basolatérale lorsque I’ANLS est

inhibé au niveau de la glycogénolyse dans cette région (Boury-Jamot et al. 2016).

111.1.2 Corps cétoniques

Tout comme le lactate, les neurones peuvent oxyder des corps cétoniques pour soutenir leur activité
électrique (Izumi et al. 1998). Par contre, il semblerait que les corps cétoniques ne soient métabolisés
gue dans certaines conditions de déficit énergétique ou durant le développement néonatal. Cette
derniere est une période de transition qui est caractérisée par un changement drastique dans la

disponibilité des différents nutriments. Les nouveau-nés passent d’un apport constant de glucose et
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faible en acides gras, a un apport discontinu de lait maternel riche en acides gras et pauvre en
glucose. Dans ces conditions, les corps cétoniques deviennent la principale source d'énergie pour les
neurones (Cotter et al. 2011). Ceci est supporté par des observations ex vivo sur des explants de rats
postnataux, ou certains corps cétoniques comme le B-hydroxybutyrate (BHB) sont suffisants pour le
maintien de I'activité neuronale d’explants provenant de rats agés de 15 jours, mais pas de rats agés
de 30 jours (lzumi et al. 1998). En effet, les corps cétoniques, principalement produits par le foie, sont
transportés a travers la BBB par le transporteur MCT1. De plus le transport de BHB vers le cerveau est
augmenté d’environ 7 fois durant la période périnatale (Morris 2005) probablement due au niveau
d’expression du transporteur MCT1, jusqu’a 25 fois plus élevée durant cette période qu’a I'age adulte

(Leino et al. 1999).

Bien que le foie semble étre la principale source de corps cétoniques pour le cerveau, les astrocytes
ont aussi la capacité de les synthétiser a partir d’acides gras ou de leucine (Auestad et al. 1991, Bixel
and Hamprecht 1995). Cette production de corps cétoniques pourrait étre dédiée a leur oxydation
dans les neurones. Ceci est corroboré par des études montrant que les astrocytes sont les principaux
utilisateurs des acides gras dans le cerveau (Edmond et al. 1987, Edmond 1992) et que la majorité de
ces acides gras sont destinés a la production de corps cétoniques dans des conditions de pénurie de
glucose et d’hypoxie (Takahashi et al. 2014). La navette des corps cétoniques serait donc un
mécanisme mis en place pour protéger les neurones d’'une déficience énergétique associée au
manque de glucose ainsi qu’a I’"hypoxie. Contrairement au glucose et au lactate, la production de BHB
dans les astrocytes et son oxydation dans les neurones ne sont pas inhibés durant par I’hypoxie
(Blazquez et al. 1999). Les corps cétoniques peuvent étre considérés comme des facteurs

neuroprotecteurs en agissant en tant que source d’énergie alternative.

I11.2 Synapse tripartite

Plusieurs données s’accordent sur un réle plus important des astrocytes qu’un simple support
physique et métabolique aux neurones. Les premiéres démonstrations d’une implication astrocytaire
dans les processus signalétiques sont relativement récentes. Ces études montrent que des astrocytes
sont sensibles au neurotransmetteur glutamate et que ce dernier pouvait induire des oscillations de

calcium dans ces astrocytes (Cornell-Bell et al. 1990, Cornell-Bell and Finkbeiner 1991). Suite a ces
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études séminales, plusieurs autres ont contribué a montrer une forme de communication entre les
neurones et les astrocytes. Ce n’est qu’en 1999, prés de 10 ans suivant la premiere démonstration
d’une forme de signalisation neurone-astrocyte, que Haydon et Araque ont proposé pour la premiére
fois le modele de la synapse tripartite (Araque et al. 1999). Ce nouveau modele de la synapse inclus
les terminaisons pré- et postsynaptiques ainsi qu’un astrocyte qui forme une gaine autour de cette

synapse (Araque et al. 1999).

Traditionnellement, les astrocytes n’étaient pas considérés comme des cellules excitables au méme
titre que les neurones puisqu’elles n’ont pas d’activité électrique, ne pouvaient pas étre stimulées et
propager des AP. Par contre, des données subséquentes suggerent que les astrocytes peuvent étres
excitées par divers stimuli, incluant une stimulation mécanique ainsi que par la relache d’ion calcium
intracellulaire. Dans le cas du Ca**, ce signal peut se propager aux astrocytes voisins via les jonctions
gap a lI'extrémité de leurs prolongements cf. Figure 6 (Charles et al. 1991, Araque et al. 1999). Ces
oscillations du calcium intracellulaire sont essentielles a la communication astrocyte-neurone ainsi
gu’entre astrocytes. Ces oscillations de calcium peuvent avoir lieu de fagon spontanée in vivo,
toutefois, ces événements spontanés sont rares (Wang, Lou, et al. 2006). En effet, ces oscillations de
calcium sont généralement stimulées suite a une activation neuronale (Wang, Lou, et al. 2006) et
seraient a la base de I'excitabilité des astrocytes (Zorec et al. 2012). L’activation d’un astrocyte serait
donc médiée par la libération des stocks de Ca*" contenus dans le réticulum endoplasmique en

réponse a I'activation des récepteurs de I'inositol triphosphate (Hua et al. 2004).

Par contre, I'excitabilité de ces cellules n’est pas suffisante pour les considérer comme des éléments
actifs dans le CNS. Pour étre considéré comme des cellules capables de signalisation, les astrocytes
doivent satisfaire trois conditions principales: 1- ils doivent étre en mesure de recevoir de
I'information sous forme d’un signal tel un neurotransmetteur comme le glutamate, 2- ils doivent
étre en mesure d’intégrer cette information et 3- de transmettre cette information a d’autres cellules
(Perea et al. 2014). Plusieurs données existent montrant que les astrocytes satisfont ces différentes
exigences et peuvent étre considérés comme des cellules actives dans le cerveau. Les astrocytes sont
capables de détecter la relache de plusieurs neurotransmetteurs incluant le glutamate et le GABA,
montrant ainsi leur capacité a recevoir des signaux (Cornell-Bell et al. 1990, Zorec et al. 2012). De
plus, ces derniers sont capables de différentier les signaux en provenance de différentes régions du

cerveau, montrant une capacité a intégrer ces signaux (Perea and Araque 2005). Finalement, ils sont
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capables de sécréter différentes substances neuroactives pour moduler I'activité neuronale (Araque,
Parpura, et al. 1998, Araque, Sanzgiri, et al. 1998). Bien que le concept de la synapse tripartite dans
lequel I'astrocyte joue un réle fonctionnel soit bien accepté, il ne s’applique pas nécessairement a
toutes les synapses. Certaines données de microscopie électronique montrent que dans
I’"hippocampe, seulement 40 % des synapses seraient enveloppées par un prolongement astrocytaire

(Witcher et al. 2010).

300 4?0 6(130

Reproduit avec la permission de Charles et al. 1991, Araque et al. 1999
Figure 6 : Propagation de I'activation d’astrocytes par le Ca*™.

Des astrocytes en cultures sont capables de communiquer un signal d’activation aux astrocytes
voisins via leurs prolongements. (A) Image en contraste de phase montrant la stimulation mécanique
d’un seul astrocyte a l'aide d’une micropipette (P). (B) Image en fluorescence de ces mémes
astrocytes suite a I'addition d’'un marqueur fluorescent fura-2 excité a 380 nm. (C) Visualisation de la
relache intracellulaire de [Ca?*]; tel que visualisé par la longueur d’onde d’émission du marqueur fura-
2 a des intervalles d’une seconde. Barre d’échelle a 100 um.

Les astrocytes ont plusieurs fonctions essentielles au bon fonctionnement de la synapse. Les
astrocytes préviennent I’excitotoxicité, du a la sur activation des neurones postsynaptiques, par la

recapture et le recyclage du glutamate. lls maintiennent ’homéostasie ionique de la fente synaptique
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pour maintenir ou restaurer la polarité des membranes. Ils modulent I'activité de la synapse via la
relache de gliotransmetteurs. Finalement, ils isolent la synapse a laquelle ils sont associés en
I’enveloppant pour prévenir la fuite de neurotransmetteurs et I'activation de synapses avoisinantes

(Panatier et al. 2014). Plusieurs de ces fonctions sont aussi représentées dans la Figure 5.

111.2.1 Recapture du glutamate

Une des fonctions de I'astrocyte dans la synapse est la recapture du glutamate. Le glutamate est le
principal neurotransmetteur activateur du cerveau et une surabondance de ce neurotransmetteur
peut entrainer une excitotoxicité soit une surexcitabilité des neurones et entrainer la mort cellulaire.
Cette recapture du glutamate par les astrocytes permet aussi de prévenir les fuites de
neurotransmetteurs vers les synapses avoisinantes ainsi que de réguler la durée de I'activation de la
synapse (Tilleux and Hermans 2007). La recapture astrocytaire du glutamate est couplée au transport
d’ions sodium et potassium via les « Excitatory Amino Acid Transporter » (EAAT) dont les deux
principaux, EAAT 1 et 2 sont principalement exprimés dans les cellules gliales. EAAT 1 et 2 sont aussi
connus en tant que glutamate aspartate transporter (GLAST) de glutamate transporter-1 (GLT-1)
(Rothstein et al. 1994, Domercq et al. 2005). La recapture du glutamate par GLAST et GLT-1 permet le
maintien des concentrations synaptiques de glutamate en dessous du seuil d’activation (25 nM).
GLAST et GLT-1 ont un réle dans la capture du glutamate et n’agissent pas en tant que récepteur du
glutamate. C’est-a-dire que la capture du glutamate par ces transporteurs n’est pas associée a
I'activation de I'astrocyte. Des défauts dans la recapture du glutamate sont associés a plusieurs

pathologies neurologiques dont I'épilepsie (Tilleux and Hermans 2007).

Une fois transporté, le glutamate peut étre converti en glutamine avant d’étre réacheminé vers les
neurones pour restaurer leurs réserves de neurotransmetteurs (Hertz et al. 1999) ou pour la synthese
du GABA (Hertz et al. 1999). Les neurones dépendent de la glutamine provenant des astrocytes pour
la synthese du glutamate puisque sa synthése de novo a partir du glucose épuise les intermédiaires du
cycle du « Tricarboxylic Acid » (TCA) (Coulter and Eid 2012). Les astrocytes, contrairement aux
neurones, peuvent restaurer ces intermédiaires via la conversion du pyruvate, issu de la

glycogénolyse et la glycolyse, en oxaloacétate (Shank et al. 1985). Le transport du glutamate par
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GLAST et GLT-1 est couplé a des processus générant de I’ATP, comme la dégradation du glycogéne et
la glycolyse. Le glutamate peut aussi étre oxydé dans la mitochondrie pour générer de I’'ATP ou du
lactate destiné aux neurones (Westergaard et al. 1995, Robinson and Jackson 2016). De plus, cette
recapture du glutamate par les astrocytes est a la base de I'hypothése de I’ANLS (Pellerin and
Magistretti 1994). Finalement, le glutamate peut aussi étre sécrété dans le milieu extracellulaire pour

moduler I'activité neuronale (Araque, Parpura, et al. 1998).

111.3 Gliotransmission

Les astrocytes sont capables de communication bidirectionnelle avec les neurones. Cette
gliotransmission est basée sur la capacité d’un astrocyte périsynaptique a détecter la relache de
neurotransmetteurs, d’augmenter ses niveaux de calcium intracellulaire et libérer un
gliotransmetteur pour moduler I'activité neuronale (Santello et al. 2012). Le concept de
gliotransmission est donc étroitement lié au concept de la synapse tripartite (Araque, Parpura, et al.
1998, Araque et al. 2014). Un exemple de modulation de I'activité neuronale est observé dans un
modele de co-culture d’astrocytes et de neurones de I’hippocampe. La stimulation d’un seul astrocyte
diminue I'amplitude des « Excitatory Postsynaptic Current » (EPSC) des neurones adjacents de
maniére transitoire (Araque, Sanzgiri, et al. 1998). Cette modulation de I'activité neuronale peut se

faire au niveau de la synapse ou via des récepteurs extrasynaptiques.

Des exemples de modulation extrasynaptiques de I’activité neuronale par les astrocytes sont les
« slow inward currents » (SIC), événements excitateurs et les « slow outwards currents » (SOC),
événements inhibiteurs (Pal 2015). L’activation d’astrocytes dans I’hippocampe produit des SIC dans
les neurones avoisinants, ce qui entraine une synchronisation de ces neurones. Ces SIC sont produit
suite a I'activation de récepteur du glutamate de type N-methyl-D-aspartate (NMDA) a des sites
extrasynaptiques (Angulo et al. 2004, Fellin et al. 2004). Les SOC sont aussi des événements
extrasynaptiques. lls peuvent étre générés par la sécrétion de GABA par les astrocytes. Une
stimulation mécanique d’astrocytes provoque une augmentation de la fréquence des SOC. Tout
comme pour les SIC, les SOC ne sont pas affectés par I'inhibition de la transmission synaptique ou de

I'activité neuronale (Kozlov et al. 2006, Jiménez-Gonzalez et al. 2011).
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Plusieurs mécanismes ont étés proposés pour expliquer la sécrétion de gliotransmetteurs, incluant
I’exocytose de vésicules sécrétoires ou de lysosomes ainsi que l'inversion du transport par les
transporteurs du glutamate (Perea et al. 2009). Les processus astrocytaires a proximité des synapses
contiennent des petites vésicules sécrétoires (Bezzi et al. 2004, Jourdain et al. 2007). De plus, les
astrocytes possedent la machinerie cellulaire nécessaire a la sécrétion vésiculaire incluant les
différentes protéines du complexe SNARE (Montana et al. 2006) et la sécrétion de glutamate induite
par le Ca™* est inhibée par les inhibiteurs de I'exocytose. La relache de gliotransmetteur, quelque soit
le mécanisme de sécrétion, est presque toujours initiée par un événement synaptique voisin et est
accompagnée d’une élévation des niveaux intracellulaires de Ca** dans I'astrocyte (Bezzi et al. 1998).
L’astrocyte peut alors moduler I'activité de la synapse initiale (modulation homosynaptique), d’une
synapse adjacente (modulation hétérosynaptique), ou de I’ensemble des synapses dans son domaine
(modulation territoriale), ces différents modes de gliotransmission sont résumés a la Figure 7 (Araque

et al. 2014).
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A ELEMENTARY CALCIUM RESPONSE HOMOSYNAPTIC MODULATION

B INTEGRATED CALCIUM RESPONSE HETEROSYNAPTIC MODULATION

C GLOBAL CALCIUM RESPONSE TERRITORIAL SYNAPTIC MODULATION

Reproduit avec la permission de Araque et al. 2014
Figure 7 : Différents modes de modulation de I’activité synaptique par les astrocytes.

Les astrocytes sont capables de moduler I'activité synaptique via la relache de gliotransmetteurs qui
peuvent agir sur le neurone présynaptique, postsynaptique a des sites intra ou extra synaptiques.
Cette communication astrocyte-neurone, ou gliotransmission, débute généralement par une
augmentation du Ca** dans I'astrocyte suite a la détection d’une activité synaptique et entraine la
relache de gliotransmetteurs. Cette gliotransmission peut moduler I’activité synaptique du neurone
initial (A) modulation homosynaptique, d’'un neurone adjacent (B) hétérosynaptique, ou de plusieurs
neurones dans le domaine/territoire de I'astrocyte impliqué (C) territorial.

Les astrocytes sécrétent une variété de gliotransmetteurs pour moduler la transmission synaptique.
lIs peuvent sécréter des acides aminés, comme le glutamate et la D-sérine, des dérivés d’acides

aminés comme le GABA, des acides nucléiques comme I’ATP ou I'adénosine, ainsi que des peptides et
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cytokines comme Tumor Necrosis Factor (TNF) a, IL-1. Parmi les gliotransmetteurs les mieux
caractérisés, on retrouve le glutamate et le GABA (Hamilton and Attwell 2010, Pal 2015). Ces deux
gliotransmetteurs sont les deux principaux neurotransmetteurs activateur et inhibiteur
respectivement, mais sont aussi sécrétés par les astrocytes et peuvent étre considérés comme

gliotransmetteurs.

111.3.1 Acides aminés

111.3.1.1 Glutamate

Le glutamate est le principal neurotransmetteur activateur du CNS. Le glutamate est aussi considéré
comme un gliotransmetteur puisqu’il peut aussi étre sécrété par les astrocytes en réponse a
|’élévation du calcium intracellulaire. Une des premieres études sur la sécrétion astrocytaire du
glutamate utilise un systeme de co-culture astrocytes-neurones. La stimulation d’un seul astrocyte
dans ces cultures provoque I'activation des neurones voisins via le récepteur NMDA (Parpura et al.
1994). Le glutamate agit via I'activation de différents récepteurs du glutamate qui peuvent étre
classifiés en deux catégories principales. On retrouve les récepteurs a canaux ioniques et que les
récepteurs métabotropiques. Les récepteurs a canaux ioniques sont subdivisés en trois catégories
nommeées a partir de leurs agonistes, soit les récepteurs sensibles au NMDA, au a-amino-3-hydroxyl-
5-methyl-4-isoxazole-propionate (AMPA) et au kainate. Les « metabotropic Glutamate Receptors »
(mGIuR) sont aussi divisés en trois groupes, soit groupe |, Il et lll (Kew and Kemp 2005, Pleasure

2008).

Le glutamate sécrété par les astrocytes peut agir sur les neurones pour augmenter leur excitabilité,
comme observé dans des tranches ex vivo d’hippocampe ou I'activation d’un astrocyte entraine la
relache de glutamate pour synchroniser plusieurs neurones adjacents (Angulo et al. 2004). Ce
gliotransmetteur peut aussi potentialiser la transmission synaptique via I'activation des récepteurs
NMDA extrasynaptique (Araque, Sanzgiri, et al. 1998, Jourdain et al. 2007). Le glutamate module
I'activité neuronale en fonction du récepteur sur lequel il agit. L’activation du récepteur

présynaptique mGIluR | augmente la fréquence des EPSC spontanés ainsi qu’évoqués pour
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potentialiser la transmission synaptique (Perea and Araque 2010). A I'inverse, I'activation de mGIuR Il
et Il augmente la fréquence des « Spontaneous Inhibitory Postsynaptic Current » (sIPSC) pour inhiber
la transmission synaptique (Liu et al. 2004). Le glutamate peut aussi agir sur les récepteurs
postsynaptiques pour activer ou synchroniser plusieurs neurones. Cette activation des NMDAR
postsynaptique par n’est pas bloquée par I'inhibition de la relache neuronale de neurotransmetteurs,

indiquant que le glutamate est bel et bien d’origine astrocytaire (Angulo et al. 2004).

Les astrocytes peuvent sécréter le glutamate par transport inversé, un processus impliquant
I'inversion du transport glutamate par les EAAT (Szatkowski et al. 1990). Le glutamate serait aussi
sécrété par une voie plus traditionnelle impliquant les vésicules sécrétoires (Parpura and Zorec 2010).
En effet, des observations en microscopie électronique ainsi que par immunofluorescence révélent
une association particuliére de VGLUT 1 et 2 avec des vésicules sécrétoires dans les astrocytes et la

présence de protéines du complexe SNARE (Hepp et al. 1999, Bezzi et al. 2004).

111.3.1.2 D-sérine

Les astrocytes peuvent sécréter un autre acide aminé pour moduler I'activité neuronale. La D-sérine
n’est pas un acide aminé conventionnel étant donné sa configuration chirale « D » plutét que « L ».
Les acides aminés "D" sont généralement retrouvés chez les bactéries et peuvent étre absorbés dans
I"alimentation. Ils peuvent aussi étre synthétisés, généralement a partir de leur équivalent « L ». La D-
sérine peut étre synthétisée dans les cellules gliales via la conversion de la L-sérine par la sérine
racémase (Wolosker et al. 1999). La D-sérine est synthétisée et sécrétée par les astrocytes suite a
I'activation des récepteurs astrocytaires du glutamate (Mothet et al. 2005, Martineau et al. 2006).
Celle-ci est sécrétée et agit en tant que co-activateur du récepteur NMDA et potentialise son
activation par le glutamate. Le retrait sélectif de la D-sérine par sa dégradation diminue I'activité des
NMDAR. A I'inverse, I'addition exogéne de D-sérine augmente I'activité de ce récepteur (Mothet et al.
2000). Comme plusieurs autres gliotransmetteurs, la relache de D-sérine est initiée suite a I'élévation
des concentrations de Ca** intracellulaire, cette derniére peut ainsi lier NMDAR sur le neurone post-
synaptique pour moduler la LTP (Yang et al. 2003, Mothet et al. 2005, Panatier et al. 2006). Une étude
plus récente montre une augmentation de I'amplitude des EPSC des neurones du cortex préfrontal

suite a la relache de D-sérine gliale (Fossat et al. 2012). La terminaison du signal généré par ce
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gliotransmetteur n’est pas élucidée, mais certaines études suggerent que sa dégradation par la D-

amino acid oxidase est impliquée dans ce processus (Pilone 2000).

111.3.2 GABA

L’acide y-aminobutyrique ou GABA est un neurotransmetteur inhibiteur pouvant étre sécrété par des
astrocytes comme gliotransmetteurs (Jacob et al. 2008). Ce gliotransmetteur, comme le glutamate,
agit sur deux classes de récepteurs membranaires soit les récepteurs ionotropiques et
métabotropiques. Le GABA est synthétisé dans les astrocytes a partir du glutamate via sa
décarboxylation enzymatique (Yoon et al. 2012, Schousboe et al. 2013). Les astrocytes peuvent alors
sécréter ce gliotransmetteur inhibiteur pour inhiber I'activité neuronale. Ceci a été montré en
exposant des neurones a un milieu conditionné par des astrocytes hippocampaux. Ce milieu était
capable d’inhiber I'activité neuronale de fagon similaire a I'application de GABA sur ces cellules. Les
auteurs ont confirmé par chromatographie de masse que cette « substance inhibitrice » était bel et

bien le GABA (Jow et al. 2004).

La plupart des neurones de I'hippocampe recoivent des signaux astrocytaires excitateurs via le
glutamate ainsi qu’inhibiteurs via GABA. Ces signaux sont mesurés en présence de Tétrodotoxine, un
inhibiteur de la transmission synaptique, confirmant I'origine gliale de ces signaux (Le Meur et al.

2012).

Comme le GABA sécrété par les neurones, le GABA astrocytaire est un transmetteur inhibiteur. Ainsi,
des astrocytes du bulbe olfactif peuvent inhiber des neurones dans un systéme de culture d’explants
via 'activation du récepteur GABAA pour produire des SOC. Ces courants inhibiteurs sont observés de
fagon simultanée dans plusieurs neurones a proximité, suggérant une synchronisation de ces
neurones par un astrocyte (Kozlov et al. 2006). De plus, cette inhibition est bel et bien d’origine gliale
et non neuronale puisqu’elle est observée en présence de TTX dans un systeme d’explants.
Contrairement a d’autres gliotransmetteurs, comme le glutamate, le GABA ne serait pas sécrété par
exocytose de vésicules sécrétoires. Certaines données, notamment dans les cellules gliales de
Bergmann, suggerent que la sécrétion de GABA par les astrocytes passe exclusivement via les

transporteurs GAT ou GABA transporteurs (Barakat and Bordey 2002).
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111.3.2.1 Les récepteurs GABA

Les différents récepteurs du GABA peuvent étre classifiés en trois classes, les récepteurs A, B et C. Le
récepteur de type A est un récepteur ionotropique tandis que le récepteur de type B est une GPCR.
Finalement le récepteur de type C est considéré par plusieurs comme un sous-type du récepteur
GABA, (Barnard et al. 1998). Les récepteurs GABA sont présents a la fois au niveau des neurones pré-
et post-synaptiques. Le récepteur GABA, est un canal ionique hétéropentamérique. La combinaison
des différentes sous-unités du récepteur varie en fonction du type cellulaire et la région dans laquelle
il est exprimé. Le récepteur GABA, est formé par I'assemblage de cing sous-unités parmi huit
différentes familles soit les sous-unités ais, Bis, Y13, 6, € m, O et piz (Mehta and Ticku 1999).
L'assemblage le plus commun du récepteur GABA est celui composé de deux sous-unités a et B en
alternance, ainsi qu’une sous unité y (Jacob et al. 2008). Cette forme du récepteur GABA, est
représentée dans la Figure 8. La liaison du GABA a ce récepteur entraine I'ouverture du canal ionique
transmembranaire et permet I'entrée d’ion Cl". Ceci a pour effet d’hyperpolariser les membranes et
bloque la dépolarisation nécessaire a I’activation neuronale. Le profil inhibiteur de la transmission
GABA est observé uniquement dans les neurones matures tandis que dans les premiéres étapes du
développement du cerveau, ce signal est activateur. Ceci est d{ au fait que les neurones immatures
n’expriment pas de cotransporteur potassium chlorure fonctionnel permettant un maintien du
gradient ionique nécessaire a la polarité membranaire. L'ouverture du canal ionique du récepteur
GABA, dans ces conditions permet la sortie des ions Cl" et provoque ainsi une dépolarisation au lieu

d’une hyperpolarisation (Kirmse et al. 2015).
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Figure 8 : Schéma représentant I’assemblage le plus commun du récepteur GABA,.

Représentation de I'assemblage le plus courant des 5 sous-unités formant le récepteur GABAa soit
deux sous-unités a et deux B en alternance, et une sous-unité y. Les sites de liaisons de GABA, a
I'interface des sous-unités a et B, ainsi que des benzodiazépines a l'interface a et y sont représentés
respectivement par le cercle jaune (GABA) et le carré orange (benzodiazépines). La liaison du GABA
cause l'ouverture du canal ionique pour permettre I'entrée de I'ion CI" tandis que la liaison des
benzodiazépines potentialise I'effet du GABA. Abréviations: (GABA) acide y-aminobutyrique, (BZ)
benzodiazépines (CI') ion chlorure.

Le récepteur GABA; est une GPCR ou récepteur métabotropique. Bien que certains GPCR forment des

homodiméres, GABAgs est le premier récepteur de ce type a étre identifié sous une forme
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hétérodimérique composée de deux sous unités différentes, soit le récepteur B1 et B2 (Marshall et al.
1999). Le récepteur GABAg est généralement couplé aux protéines Ga; (Bowery et al. 2002). GABAg
peut exercer son effet inhibiteur a la fois au niveau pré- et post-synaptique par deux mécanismes
principaux. Le premier implique l'inhibition de I'adénylate cyclase et le deuxieme implique une
modulation de la conductance membranaire en modulant I'activité des canaux ioniques Ca* et K*

(Bowery et al. 2002, Gassmann and Bettler 2012).

111.3.3 ATP/Adénosine

L'ATP est la molécule énergétique par excellence de I'organisme. Par contre, elle peut aussi agir
comme molécule signalétique. Cet acide nucléique phosphorylé peut agir sur les récepteurs
purinergiques au niveau des synapses pour moduler rapidement I'activité neuronale. L’ATP est ainsi
étre considéré comme un neurotransmetteur (Edwards et al. 1992). Plusieurs données suggerent que
I’ATP sécrétée par les astrocytes est essentielle a la propagation des vagues de Ca** (Figure 6), dans
un processus qui semble étre dépendent des CXN (Cotrina et al. 1998, Guthrie et al. 1999). L'ATP
sécrétée par les astrocytes agit sur les récepteurs des purines, ceux-ci peuvent étre classifiés en deux
catégories soit les récepteurs des adénosines P1 et récepteurs des purines P2. La sécrétion d’ATP est
généralement induite suite a une transmission GABAergique et a pour effet d’inhiber I'activation
neuronale de maniére hétérosynaptique (voir Figure 7) (Serrano et al. 2006). La sécrétion d’ATP peut
avoir différents effets sur la transmission synaptique, elle permet une augmentation de I'amplitude
des EPSC dans I’hypothalamus (Gordon et al. 2009) tandis que dans I’hippocampe, I’ATP relachée par

les astrocytes produit une dépression de I’activité synaptique (Perea and Araque 2010).

111.3.4 Peptides

Les astrocytes peuvent sécréter une grande variété de protéines et de peptides. Plusieurs études de
protéomique ont identifié plus de 150 protéines ou peptides pouvant étre relachés dans le milieu de
culture d’astrocytes primaires (Dowell et al. 2009, Yin et al. 2012). Certains de ces peptides sécrétés

par les astrocytes peuvent aussi étre considérés comme des gliotransmetteurs. Parmi les peptides
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sécrétés par les astrocytes pouvant étre considérés comme gliotransmetteurs, le « Atrial natriuretic
peptide » (ANP) et « Brain Derived Neurotropic Factor » (BDNF) sont les peptides les plus étudiés
(Parpura and Zorec 2010).

L’ANP est un peptide diurétique et vasorelaxant qui est sécrété par les myocytes en réponse a une
augmentation du volume sanguin ou a une déficience en oxygene (Baertschi et al. 2001). Dans le
cerveau, ce peptide est généralement associé a régions associées a l'olfaction, a la régulation de la
pression artérielle et de la balance électrolytique. Des études immunologiques chez I’humain
montrent une expression dans plusieurs populations de cellules gliales du cortex et du cervelet, dans
les astrocytes protoplasmiques, fibreux, Bergmann, ainsi que dans certains neurones (McKenzie et al.
2001). Une autre étude chez I'humain montre une augmentation du nombre d’astrocytes
immunoréactif pour ANP suite a un infarctus. Cette augmentation est limitée a la zone du cerveau
affectée et n’est pas observée lors d’hémorragies ou de contusions (Nogami et al. 2001). Cette
augmentation est compatible avec le role de ’ANP dans le contrdle du flux sanguin cérébral. Comme
c’est le cas pour les autres gliotransmetteurs, I'élévation des niveaux de Ca** cytoplasmique précede
et est essentielle a la sécrétion de I'’ANP par les astrocytes (Krzan et al. 2003). La sécrétion de I'’ANP
par les astrocytes suit la voie classique de synthese d’un propeptide dans le réticulum endoplasmique
(ER) suivie par la maturation du peptide par son clivage pour finalement étre sécrété dans par la

fusion de vésicules sécrétoires a la membrane cytoplasmique (Dannies 1999).

BDNF fait partie de la famille des neurotrophines, des molécules ayant plusieurs réles dans la survie
des cellules neuronales en agissant en tant que facteur pro-survie (facteur trophique), dans la
croissance axonale. BDNF semble aussi jouer un role dans le devenir cellulaire de certaines
populations neuronales (Eide et al. 1993). La sécrétion de BDNF par les astrocytes peut se faire de
plusieurs facons, il peut étre synthétisé dans les neurones sous forme de propeptide et étre sécrété
par ces derniers pour étre recyclé dans les astrocytes. Ces derniers peuvent ensuite le sécréter a
nouveau en réponse a un signal glutamatergique dans le milieu extracellulaire ou il sera clivé avant de
lier son récepteur (Bergami et al. 2008). Les astrocytes, en plus de recycler le pro-BDNF neuronal,
peuvent aussi synthétiser et sécréter BDNF en réponse a différents stimuli (Takemoto et al. 2015). Le
BDNF est sécrété via la voie classique de sécrétion des neuropeptides et gliopeptides en réponse a
I"augmentation des niveaux de calcium intracellulaire (Stenovec et al. 2015). La sécrétion de BDNF

peut aussi étre induite par la présence de facteurs neuronaux, |'exposition de cultures primaires
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d’astrocytes a la des neurones en culture a ainsi pour effet d’augmenter les niveaux d’expression de
ce peptide et de stimuler sa sécrétion. De plus, les astrocytes sécretent BDNF suite a des lésions
neuronales induites par le kainate (Rudge et al. 1995). BDNF est aussi capable de moduler ou de
potentialiser la transmission synaptique. Lorsqu’il est ajouté a des cultures primaires, BDNF est
capable de potentialiser la transmission synaptique de la synapse neuromusculaire (Lohof et al.
1993). En tant que gliotransmetteur, BDNF peut agir sur diverses cibles neuronales pour moduler leur
activité. Ceci peut inclure les récepteurs du glutamate de type NMDA (Mizuno et al. 2003) et AMPA (Li
et al. 1998) dans I'hippocampe et moduler I’excitabilité de ces neurones pour affecter la LTP. De plus,
BDNF peut inhiber la transmission GABA a des sites post-synaptiques, ce qui résulte en une

augmentation de la fréquence des AP(Tanaka et al. 1997, Henneberger et al. 2002).

111.3.5 Cytokines

Les astrocytes sécrétent aussi différentes cytokines qui peuvent étre considérées comme
gliotransmetteurs. Parmi les cytokines considérées comme gliotransmetteurs, on retrouve TNFa et IL-
1. Suite a différents stresses, comme un stress physique ou ischémique, les niveaux de TNFa et d’IL-1
sécrétés par des astrocytes en culture dans le milieu augmentent rapidement (Lau and Yu 2001). Ceci
suggere que ces cytokines dérivées des cellules gliales peuvent avoir un effet sur d’autres types

cellulaires dans le cerveau.

Plusieurs études sur des cultures de neurones d’hippocampe ainsi que des co-cultures d’astrocytes et
de neurones, suggérent que la cytokine TNFa peut agir sur la transmission synaptique en modulant la
densité des récepteurs du glutamate AMPA et GABA4 sur les neurones en culture (Beattie et al. 2002,
Stellwagen et al. 2005). Ces études suggerent que le TNFa sécrété par les astrocytes augmente la
force ainsi que la fréquence des événements synaptiques excitateurs ou EPSC en augmentant le
nombre de récepteurs AMPA et inversement en diminuant la densité des récepteurs GABA,. Cette
action positive sur la transmission synaptique est corroborée par des études sur des cultures
d’explants, ces études montrent que cette cytokine peut moduler a la hausse, a la fois les courants
synaptiques évoqués et spontanés (Tancredi et al. 1992, Grassi et al. 1994). La modulation des EPSC
par TNFa serait due a sa relache par les astrocytes, tel que démontré par I'invalidation astrocytaire

et/ou neuronale de cette cytokine (Stellwagen and Malenka 2006). TNFa peut aussi avoir un réle
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important dans la relache du glutamate astrocytaire et ainsi la modulation des EPSC dans certaines

synapses de I’hippocampe (Santello et al. 2011).

Une des premieres études sur I'effet de IL-1 sur I'activité cérébrale porte sur son action sur |'activité
neuronale, mesurée par électro-encéphalogramme, lors du sommeil lent ou sommeil profond (Tobler
et al. 1984). Llimplication de L’'IL-1, particulierement IL-1B, a depuis été relativement bien
caractérisée. L’administration d’IL-13 exogene dans le cerveau peut produire les mémes
caractéristiques d’'un sommeil profond ou sommeil avec I'absence de mouvements rapides des yeux,
de plus son inactivation par |'utilisation d’anticorps dirigé contre cette cytokine ou I'administration
d’antagoniste du récepteur d’IL-1 inhibe cette phase du sommeil (Krueger 2008, Taishi et al. 2012). De
plus, une étude chez le rat suggére que l'interleukine 1-B peut moduler I'activité neuronale via une
action directe sur le neurone, renforcant lI'idée que cette cytokine puisse agir en tant que

gliotransmetteur (Lukats et al. 2005).

Les astrocytes, via cette communication bidirectionnelle avec les neurones, sont capables de moduler
I'activité de ces derniers. Cette modulation de I’activité neuronale ouvre la porte a un contrdle par les
astrocytes de divers processus comportementaux essentiels comme le sommeil, I'apprentissage, ainsi

gue des comportements alimentaires.

111.4 Réle des astrocytes dans le comportement

111.4.1 Sommeil et la mémoire

Le premier a proposer un role des astrocytes dans la régulation du sommeil est Ramon y Cajal, il a
proposé que les processus astrocytaires puissent s’insérer entre les processus pré et post-synaptiques
pour initier le sommeil (Frank 2013). Les mécanismes précis d’initiation du sommeil ne sont pas
encore bien compris. Certains ont proposé que les diminutions des réserves astrocytaires de
glycogéne servant a supporter |'activité neuronale initient le sommeil. Les réserves de glycogénes
seraient alors rétablies avant le réveil (Benington and Heller 1995). D’autres hypothéses impliquent la
relache cumulative de gliotransmetteurs comme I'adénosine qui aboutirait en une initiation du

sommeil (Halassa et al. 2009). Certains suggeérent que le gliotransmetteur impliqué dans l'initiation du
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sommeil est I'adénosine sécrétée par les astrocytes agit sur les récepteurs de type Al au niveau des
neurones (Blutstein and Haydon 2013). Bien que Cajal ait fait ces premieres observations sur le réle
des astrocytes dans le sommeil il y a déja plus de 120 ans, nous n’avons pas de réponse définitive a
cette question. De nouvelles données pointent vers cette hypothése de changements
morphologiques des astrocytes au niveau de la synapse. Les auteurs suggerent que durant |'état
d’éveil, les astrocytes sont fortement associés aux synapses pour éliminer le glutamate de la fente
synaptique tandis qu’ils se « rétractent » pour permettre une fuite de ce neurotransmetteur qui
entraine la synchronisation neuronale caractéristique du sommeil (Bellesi et al. 2015, Tso and Herzog

2015).

Les astrocytes sont aussi impliqués dans la formation de mémoire a long terme via la facilitation de la
LTP dans les neurones de I'hippocampe. La LTP est un processus qui demande de grandes quantités
d’énergie aux neurones. Plusieurs données suggerent que le lactate dérivé des astrocytes est
essentiel dans ce processus (Yang et al. 2003, Suzuki et al. 2011). Les astrocytes, via la relache de
divers gliotransmetteurs, sont des composants essentiels a la LTP et la formation de mémoires a long
terme. La transmission glutamatergique provenant des astrocytes est particulierement importante
dans ce processus (Moraga-Amaro et al. 2014). Les astrocytes peuvent aussi favoriser la LTP via la

relache de D-sérine, qui potentialise I'activation du récepteur NMDA (Yang et al. 2003).

111.4.2 Controle de la prise alimentaire

Comme mentionné précédemment, le controle hypothalamique de la prise alimentaire est
généralement associé a la modulation de I'activité des neurones orexigénes et anorexigenes de I’ARC.
Etant donné la capacité des astrocytes a moduler I’activité neuronale, il est possible que ces derniers
puissent activer ou inhiber les circuits neuronaux modulant la prise alimentaire et les dépenses
énergétiques. Récemment, plusieurs études ont été réalisées pour déterminer I'implication des
astrocytes dans le contréle de ces circuits neuronaux. L’activation sélective d’astrocytes
hypothalamiques entraine une inhibition des neurones AgRP via la sécrétion d’adénosine. Cette
inhibition des neurones orexigénes entraine une diminution de la prise alimentaire chez la souris

(Yang et al. 2015). Ces résultats sont confirmés par une autre étude qui, en utilisant une approche
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d’optogénétique, montrent également une inhibition des neurones AgRP via la sécrétion astrocytaire
d’adénosine (Sweeney et al. 2016). De plus, ils montrent que cette inhibition de la prise alimentaire
est aussi indépendante d’un effet potentiel sur les comportements liés a I'anxiété. D’autres études
ont aussi montré que I'activation d’astrocytes hypothalamiques pouvait stimuler la prise alimentaire.
En effet, cette équipe montre que I'activation d’astrocytes dans I’ARC active les neurones NPY/AgrP
pour augmenter la prise alimentaire (Chen et al. 2016). lls montrent aussi qu’une inhibition de ces
mémes astrocytes, via I'inhibition de la relache de Ca** intracellulaire, a un effet inverse et diminue la

prise alimentaire. Ceci tend a suggérer I'implication de la sécrétion d’un gliotransmetteur.

Ces études séminales montrent I'implication des cellules gliales, particulierement des astrocytes, dans
la régulation du comportement alimentaire. Par contre, ces approches ne permettent pas de
déterminer si différentes populations d’astrocytes sont impliquées dans ce contréle différentiel de la
prise alimentaire ou par quels stimuli ils seraient activés. Comme il a été mentionné dans les sections
précédentes, les astrocytes sont fortement impliqués dans le transport des différents nutriments, tels
le glucose, les acides gras et les corps cétoniques, dans le cerveau. De plus, il a été proposé que le
métabolisme du glucose et des acides gras débute dans les astrocytes avant d’étre acheminé vers les
neurones, ce qui a été nommé I'hypothese de la navette astrocyte-neurone. Il est alors envisageable
que l'activation astrocytaire et la modulation de la prise alimentaire via la modulation de I'activité
neuronale soit initiée par la détection de ces nutriments par les astrocytes. Dans la section suivante,
nous allons donc introduire le role des astrocytes dans la détection des nutriments ainsi que I'action

de ces nutriments dans le SNC, particulierement les acides gras.

IV Détection astrocytaire des nutriments

Les astrocytes sont étroitement associés a la BBB, les capillaires sanguins dans le cerveau sont
presque entiérement recouverts par des prolongements astrocytaires (Kacem et al. 1998), ce qui fait
en sorte que les astrocytes sont les premieres cellules a avoir acces a la circulation périphérique.
Cette association fait des astrocytes des cellules idéales dans la détection des nutriments provenant
de la circulation périphérique. De plus, les prolongements astrocytaires sont connectés a leurs
extrémités via différentes molécules de jonction gap comme les CXN 30 et 43 pour former un réseau

interconnecté capable d’acheminer le glucose vers les régions moins irriguées du parenchyme
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cérébral (Rouach et al. 2008). Plusieurs données récentes suggeérent une plus grande importance des
cellules gliales de I'hypothalamus, tels les tanycytes et les astrocytes, dans la détection des

nutriments (Lee et al. 2012, Garcia-Caceres et al. 2013).

IV.1 Glucose

Dans le cerveau, le transport du glucose se fait majoritairement au niveau des pieds astrocytaires qui
sont en contact direct avec I'endothélium de la BBB. Son passage a travers cette membrane est
facilité par le transporteur de glucose (GLUT) 1, présent sous deux formes ayant différents poids
moléculaires caractérisés par des niveaux différents de glycosylation (Birnbaum et al. 1986). Dans le
cerveau, le variant 55 kDa est exprimé exclusivement dans I’endothélium de la BBB tandis que le
variant 45 kDa est majoritairement exprimé dans les astrocytes, les épendymocytes ainsi que les
membranes du plexus choroide et de fagon tres limitée chez les neurones (Simpson et al. 2007).
GLUT1 est un transporteur a haute affinité pour le glucose, soit environ 3 mM (Zhao and Keating
2007), il est donc saturé en conditions d’euglycémie ce qui permet un transport basal de glucose
ininterrompu, et ce, méme en période d’hypoglycémie. La haute affinité pour le glucose de GLUT1 fait
de lui un mauvais candidat pour la détection du glucose. A 'opposé, GLUT2 a une faible affinité pour
le glucose relative a celle de GLUT1. Ceci fait en sorte que ce transporteur n’est pas saturable a des
concentrations de glucose physiologiques. La conséquence de ce transport non saturable est que le
taux de transport du glucose est proportionnel a sa concentration extracellulaire. Dans les cellules
du pancréas, GLUT2 est un élément clé dans les mécanismes de détections du glucose (Thorens
2015). Dans le cerveau GLUT2 est exprimé dans les astrocytes au niveau du corps cellulaire, de leurs
prolongements ainsi que dans le pied astrocytaire en contact avec les cellules endothéliales (Arluison,
Quignon, Nguyen, et al. 2004, Arluison, Quignon, Thorens, et al. 2004). Les astrocytes sont donc

idéalement positionnés et équipés la détection du glucose périphérique.

La réponse contre régulatrice a I'hypoglycémie est un mécanisme permettant de maintenir des
niveaux suffisants de glucose en stimulant la sécrétion de glucagon. Cette réponse nécessite la
détection d’une baisse de la glycémie dans le MBH et I'activation subséquente du noyau du tractus

solitaire (NTS) (McDougal et al. 2013). Le groupe de Thorens a montré que ce mécanisme implique le

48



transporteur GLUT2 extra pancréatique (Burcelin and Thorens 2001). Uniquement la réexpression
gliale de GLUT2, a I'opposé de la réexpression neuronale, restaure les mécanismes de détection de
I’hypoglycémie. Ceci montre que les astrocytes sont impliqués dans la détection de I’hypoglycémie
(Marty et al. 2005). Ces données sont en accord avec des observations suggérant que le métabolisme
intracellulaire du glucose dans les astrocytes est nécessaire a la détection de I’hypoglycémie. En effet,
I"administration d’inhibiteur du métabolisme astrocytaire du glucose bloque I'activation des neurones
du NTS par le 2-déoxy glucose (2-DG), un analogue non métabolisable du glucose (Young et al. 2000).
L'utilisation d’un autre inhibiteur métabolique spécifique aux astrocytes, le fluorocitrate, suggére que
les astrocytes du NTS sont capables de détecter la baisse des niveaux de glucose via I'administration
ICV de 2-DG ou par l'infusion systémique d’insuline (Hermann et al. 2014). De plus, dans un modéle
d’explants du NTS, I'activation des astrocytes par la baisse des niveaux de glucose dans le milieu
précede I'activation neuronale (McDougal et al. 2013). L'inhibition de la transmission synaptique ne
prévient pas cette activation astrocytaire, confirmant que cette détection se fait premieérement dans

les astrocytes.

En plus de détecter les baisses dans les niveaux de glucose pour initier la réponse contre régulatrice,
les astrocytes sont aussi capables de détecter des augmentations des niveaux de glucose. L’'infusion
intra carotide dirigée vers le cerveau est une méthode de choix pour acheminer des molécules vers le
cerveau d’une maniere plus physiologique que I'injection en ICV. Ainsi, une infusion intra carotidienne
de glucose entraine une augmentation des niveaux centraux de glucose et une augmentation rapide
et transitoire de la sécrétion périphérique d’insuline, sans affecter la glycémie (Guillod-Maximin et al.
2004). Cette administration de glucose vers le cerveau active diverses populations neuronales ainsi
que plusieurs astrocytes dans I’ARC et le PVN. Le prétraitement avec un inhibiteur métabolique des
astrocytes prévient a la fois la sécrétion d’insuline et I'activation neuronale dans I'ARC (Guillod-
Maximin et al. 2004). Une étude plus récente suggére que les CXN exprimés aux extrémités des
prolongements astrocytaires, sont essentiels a cette détection et a la sécrétion d’insuline induite par
le glucose (Allard et al. 2014). L'expression de la CXN 43 est régulée par le statut nutritionnel et les
niveaux de glucose sanguin. Son expression est diminuée par le jeune et augmentée lors d’'une
hyperglycémie. L'inhibition transitoire de son expression dans le MBH prévient I'effet d’une infusion
intra carotide de glucose sur la sécrétion d’insuline (Allard et al. 2014). De plus, la surexpression du
transporteur de glucose GLUT1 dans les astrocytes est suffisante pour restaurer la détection

hypothalamique du glucose dans un modele de rat diabétique (Chari et al. 2011).
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Ces études suggerent que la détection centrale du glucose nécessite la participation des astrocytes et
est souvent initiée dans ces derniers. Ces observations sont aussi en accord avec I’hypothése de la
navette astrocyte neurone du lactate proposé par I'équipe de Magistretti et Pellerin qui a été décrite

plus en détail dans les sections précédentes (Pellerin et al. 1998, Pellerin and Magistretti 2004).

IV.2 Acides gras

Contrairement au glucose, le transport des acides gras vers le cerveau ne semble pas impliquer des
transporteurs membranaires. Ce transport serait plutot effectué par diffusion passive a travers les
membranes lipidiques et les acides gras seraient séquestrés via leur estérification en Acyl-CoA par
différentes protéines comme les FATP et les ACS tel que décrit dans les sections précédentes. Ainsi,
les astrocytes associés a la BBB seraient les premiéres cellules cérébrales a avoir accés aux acides gras
en provenance de la circulation périphérique. De plus, ce sont les astrocytes qui métabolisent la
grande majorité des acides gras et des corps cétoniques dans le CNS. Ils ont ainsi le potentiel d’étre

impliqués dans la détection des acides gras dans le cerveau (Yi, Habegger et al. 2011).

La consommation de dietes riches en gras peut induire une activation astrocytaire, gliose,
caractérisée par une augmentation des niveaux d’expression du marqueur GFAP. Cette gliose n’est
pas liée a la présence d'inflammation puisqu’une diéte enrichie a 41 % en acides gras ne produit
aucune activation de la microglie ou de troubles cognitifs qui sont associés a la consommation d’une
diete enrichie a 60 % (Pistell et al. 2010). Ceci suggere que les astrocytes sont capables de détecter les
effets d’une augmentation des acides gras, ou les acides gras eux-mémes, avant le début de

I'inflammation associé a ce type de diete.

Une des démonstrations les plus marquantes de la détection astrocytaire des acides gras est
I'activation des astrocytes hypothalamiques 24 heures suivant le début de la prise de nourriture riche
en gras (Thaler et al. 2012) et précédent la prise de poids chez ces animaux. Cette activation
astrocytaire, est transitoire et réapparait aprés plusieurs semaines sur ces diétes riches en acides gras
suivant la prise de poids. Cette activation transitoire suggere que les astrocytes sont sensibles aux

changements rapides des concentrations centrales d’acides gras. De fagon similaire, la consommation
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de diete riche en gras induit le clivage de la caspase 3 dans les astrocytes hypothalamiques aprées
uniquement 3 jours (Guyenet et al. 2013). L’activation de cette caspase est généralement associée a
I'activation des voies apoptotiques, mais est aussi impliqué dans plusieurs voies non apoptotiques
(Schwerk and Schulze-Osthoff 2003). La détection de différents types d’acides gras dans le cerveau
est tout aussi importante, voir plus important, que la quantité. Le passage d’une diéete riche en acide
gras saturé a une diete enrichie en acides gras insaturés a pour effet de renverser I'inflammation

induite par la diete (Cintra et al. 2012).

Les astrocytes en cultures peuvent aussi étre activés par la présence de différents acides gras dans le
milieu de culture. Des cultures primaires d’astrocytes exposées a des acides gras saturés, comme le
palmitate, produit une réaction inflammatoire et une relache dose dépendent de cytokines. Par
contre, cette sécrétion de cytokine n’est pas observée suite a lI'incubation avec des acides gras
insaturés comme l'oléate (Gupta et al. 2012). De la méme facon, le DHA, un acide gras polyinsaturé,
peut diminuer de facon dose dépendent et méme prévenir la sécrétion de ces cytokines induite par le
palmitate (Gupta et al. 2012). Ces effets différents des acides gras saturés et insaturés suggerent que
les astrocytes en cultures sont capables de détecter, et méme différentier, la présence de ces

différents acides gras.

Les astrocytes du VMH sont capables de détecter les variations dans les niveaux d’acides gras
circulants et d’augmentent la production de corps cétoniques en réponse a ces variations. La
consommation a court terme de diéte riche en gras produit une augmentation des niveaux des acides
gras libres périphériques. Cette augmentation stimule la production de corps cétoniques par les
astrocytes du VMH pour inhiber la prise alimentaire (Le Foll et al. 2014). Les auteurs suggerent que les
corps cétoniques ainsi produits peuvent altérer les mécanismes de détection neuronaux des
nutriments dans le VMH, renforcant I'idée que la détection des nutriments dans le cerveau implique
une coopération entre neurones et astrocytes. L’inhibition locale de cette production de corps
cétoniques par les astrocytes abolit cette modulation de prise alimentaire (Le Foll et al. 2014, 2015).
Ces données renforcent I'idée que les astrocytes sont capables de détecter les variations circulantes
d’acides gras et sont capables, via la production de corps cétoniques qui sont acheminés vers les

neurones, de moduler la prise alimentaire.

La modulation de la prise alimentaire par les acides gras n’est pas nouvelle, deux groupes différents

ont montré que I'administration d’acides gras insaturés dans le cerveau permet de diminuer la prise
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alimentaire (Obici et al. 2002, Schwinkendorf et al. 2011). De plus, l'inhibition dans le MBH de
plusieurs enzymes du métabolisme intracellulaire des acides gras incluant I'ACS, I'acétyl-CoA
carboxylase et « Carnitine Palmitoyl Transferase » (CPT)-1 ont pour effet d’abolir la détection des
acides gras dans le cerveau et prévenir la diminution de la prise alimentaire et I'inhibition de la
production hépatique de glucose (Obici et al. 2003, Pocai et al. 2006, Moulle et al. 2013). Bien que
ceci ne permette pas de préciser la nature des cellules impliquées dans cette détection, les acides
gras sont principalement utilisés et oxydés dans les astrocytes nous permet de supposer leur

implication dans ce processus de détection (Guzman and Blazquez 2001, Escartin et al. 2007).

Les astrocytes matures expriment PPARa et y, deux facteurs de transcription ayant des rdles
importants dans la détection des acides gras et la régulation de leur métabolisme (Berger and Moller
2002, Cristiano et al. 2005, Heneka and Landreth 2007). L’apolipoprotéine E (ApoE) est un
transporteur de lipides majeur dans le cerveau (Chowen et al. 2016) et est considérée comme un
facteur de satiété est principalement exprimé dans les astrocytes (Shen et al. 2008, Shen et al. 2009).
Son administration en ICV produit une diminution de la prise alimentaire tandis que I'administration

d’anticorps contre ApoE produit I'effet inverse (Shen et al. 2008).

Ces données suggerent que la détection des acides gras dans le cerveau, tout comme pour le glucose,
requiert une participation active des astrocytes. Toutefois, I'étroite association entre les astrocytes et
les neurones complique I'évaluation de la détection « astrocytaires » ou « neuronale » des
nutriments. Ces deux types cellulaires majeurs du cerveau ont probablement des roles
complémentaires dans la détection du glucose et des acides gras. Ainsi, lorsque I'on évalue I'action
centrale du glucose ou des acides gras, il est important de garder en téte un rble concerté des

astrocytes et des neurones dans ces processus.

IV.3 Action centrale des acides gras

Les acides gras sont des molécules riches en énergie composée essentiellement d’un groupement
carboxylique (acide) précédé d’une chaine carbonée (gras). La longueur de cette chaine varie
généralement entre 4 et 26 carbones et peut étre saturée ou insaturée a un ou plusieurs sites. Les

acides gras sont classifiés selon la longueur de leur chaine de carbone (courte, moyenne, longue ou
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trés longue), le degré de saturation de cette derniere (saturé, mono- ou polyinsaturé) ainsi que par la
position de la premiére double liaison. La position de cette derniere est déterminée a partir du
premier groupement CHs qui est identifié comme le carbone oméga (w). Ces acides gras insaturés
sont ainsi classifiés en tant qu’acides gras w-3 ou n-3, w-6 ou n-6 ainsi que w-9 ou n-9 (Bazinet and
Laye 2014). Différents acides gras sont représentés dans le Tableau 1 selon la longueur de leur chaine

et leur degré d’insaturation.

Tableau 1 : Classification de divers types d’acides gras libres.

Nom Type Longueur Chaine Instaurations Symbole
Caprylique (octanoique) Saturé Moyenne 8 0 8:0
Caprique (décanoique) Saturé Moyenne 10 0 10:0
Laurique Saturé Moyenne 12 0 12:0
Myristique Saturé Moyenne 14 0 14:0
Palmitique Saturé Longue 16 0 16:0
Palmitoléique Insaturé Longue 16 1 16:1
Stéarique Saturé Longue 18 0 18:0
Oléique Insaturé Longue 18 1 18:1n-9
Linoléique Polyinsaturé Longue 18 2 18:2n-6
a-Linolénique Polyinsaturé Longue 18 3 18:3n-3
Arachidonique Polyinsaturé Longue 20 4 20:4n-6
Eicosapentaenoique (EPA) Polyinsaturé Longue 20 5 20:5n-3
Docosahexzenoique (DHA) Polyinsaturé Longue 22 6 22:6n-3
Lignocérique Saturé Tres longue 24 0 24:0
Cérotique Saturé Tres longue 26 0 26:0
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A I'exception du tissu adipeux, le cerveau est I'organe le plus riche en lipides de 'organisme, ceux-ci
représentent de 50 % a 60 % de la masse séche du cerveau. Une grande proportion des acides gras du
cerveau sont des PUFA soit pres de 35% (Liu et al. 2015). Plusieurs de ces PUFA sont considérés
comme des acides gras essentiels puisqu’ils ne peuvent étre synthétisés de novo a partir de I'Acétyl-
CoA. lIs doivent ainsi provenir de I'alimentation ou étre synthétisés a partir d’autres acides gras
essentiels (Watkins et al. 2001, Benatti et al. 2004). L’acide arachidonique et le DHA sont les deux
PUFA les plus abondant du cerveau et représentent respectivement 50 et 40% des PUFA totaux du
CNS. Ces derniers sont considérés comme essentiels puisqu’ils sont synthétisés a partir de
précurseurs qui sont eux-mémes essentiels, I'acide linoléique (18:2) et a-linolénique (18:3)
respectivement (Liu et al. 2015). Les acides gras, particulierement les PUFA, sont essentiels a plusieurs
processus centraux incluant le sommeil, la plasticité synaptique, le développement neuronal ainsi que
le bon fonctionnement des synapses (Chen and Bazan 2005, Cao et al. 2009). De plus, des déficits de
certains types d’acides gras ou dans leur transport sont associés a plusieurs maladies comme
I"autisme, I’Alzheimer ainsi que la dépression majeure (Maekawa et al. 2015, Song et al. 2016). Ainsi,
les acides gras, provenant de la circulation périphérique ou synthétisés localement, peuvent avoir

plusieurs autres fonctions dans le CNS en plus de leurs réles de substrats énergétiques.

IV.3.1 Controle de la prise alimentaire et homéostasie énergétique

Plusieurs études suggerent que les acides gras, provenant de la circulation périphérique ou produit
localement via la Fatty acid synthase (FAS), agissent au niveau de I’hypothalamus pour moduler la
prise alimentaire, le métabolisme énergétique, ainsi que pour signaler I'état nutritionnel de
I’organisme. C'est en 1975 que le lien entre les acides gras dans I’"hypothalamus et la prise alimentaire
a été évoqué pour la premiere fois dans une étude portant sur les effets des acides gras sur I'activité
de neurones hypothalamiques (Oomura et al. 1975). C’est en se basant sur cette étude séminale que
plusieurs ont proposé que les acides gras dans le cerveau, particulierement le MBH, soient capables
de diminuer la prise alimentaire. Plusieurs groupes, incluant celui de Rossetti, ont montré que
|"augmentation des niveaux des acides gras dans le cerveau peut étre considérée comme un signal
anorexigéne (Obici et al. 2002). Dans cette étude, les auteurs montrent que I'administration ICV

d’oléate produit une diminution marquée des niveaux d’insuline et une diminution de la production
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hépatique de glucose « Hepatic Glucose Production » (HGP), de la prise alimentaire ainsi que des
niveaux d’expression de NPY. L’effet de I'administration de |'oléate n’a pas été reproduit par une
administration équimolaire d’octanoate, un « Medium-Chain Fatty Acid » (MCFA) saturé, suggérant
que I'action des acides gras ne dépend pas de la production d’ATP par leur oxydation et qu’elle puisse
étre spécifique a certains types d’acides gras ou au degré de saturation. Une étude similaire montre
que l'effet anorexigene des acides gras est uniquement observé suite a I'administration ICV d’un
acide gras mono-insaturé (oléate) ou polyinsaturé (DHA) (Schwinkendorf et al. 2011). Le groupe de
Rossetti a suggéré que le métabolisme intracellulaire des acides gras est essentiel a leur action sur
I’'homéostasie du glucose et la prise alimentaire. L'inhibition pharmacologique de CPT-1 ainsi que la
diminution de son expression par un ribozyme dans le MBH produit les mémes effets que
I"administration ICV d’oléate, soit une diminution de I'HGP ainsi que de la prise alimentaire,
accompagnée d’une diminution de I'expression de NPY (Obici et al. 2003). L'inhibition de CPT-1
bloque I'entrée des Acyl-CoA dans la mitochondrie afin d’étre oxydés et provoque leur accumulation
dans le cytoplasme, d’une fagon similaire a la diminution de la prise alimentaire par les inhibiteurs de
FAS (Loftus et al. 2000). De plus, I'inhibition de I'estérification des acides gras libres en LCFA-CoA par
I'inhibition de I’ACS dans le MBH provoque une augmentation de I’"HGP et de la prise alimentaire. Ceci
indique que cette accumulation intracellulaire de LCFA-CoA serait le signal responsable de I'effet
anorexigene des acides gras dans le cerveau (Lam, Pocai, et al. 2005). Ce signal, passant par le nerf
vague pour réguler la HGP, requiert l'activation des ATP-sensitive potassium channel (Katp),
puisqu’une vagotomie ou l'inhibition des Karp abolissent les effets centraux des lipides (Lam, Pocai, et
al. 2005). L’existence d’un systéme capable de détecter les acides gras dans le MBH suggére que cette
région de I'hypothalamus est exposée aux variations des niveaux périphériques d’acides gras et peut
agir de facon appropriée sur I'homéostasie du glucose et la prise alimentaire. En effet, I'infusion
périphérique d’intralipide (émulsion de lipides, essentiellement TAG) provoque une augmentation
des niveaux de LCFA-CoA dans le MBH (Pocai et al. 2006). En accord avec I'effet anorexigéne de
I"accumulation intracellulaire des LCFA-CoA, l'inhibition de I'estérification des NEFA en Acyl-CoA
prévient I'effet anorexigéne des acides gras (Moulle et al. 2013). Ceci suggére que I'augmentation des
niveaux circulant de LCFA, sous forme de TAG, est détectée par les cellules du MBH suite a leur

transport intracellulaire et leur estérification en LCFA-CoA.
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L'infusion intra tissulaire d’acides gras dans le MBH, malgré le fait que ce soit une méthode moins
physiologique, permet d’élever localement les niveaux d’acides gras. En utilisant cette méthode, le
groupe de Schwartz a montré que la diminution de la HGP est spécifique a I'oléate puisque des
administrations similaires d’acide palmitique (saturé) et linoléique (polyinsaturé) sont inefficaces pour
moduler la HGP (Ross et al. 2010). D’autres études confirment le lien entre la détection des acides
gras dans le MBH et le métabolisme énergétique en périphérie. L'infusion intra-MBH d’oléate inhibe
la production et la sécrétion de TAG sous forme de « Very Low Density Lipoprotein » (VLDL) par le foie
(Yue et al. 2015). Cette action hypothalamique de |'oléate sur le foie se fait indépendamment des
niveaux circulants de glucose, d’insuline et d’acides gras libres. Comme pour la modulation de la HGP,
la régulation de la sécrétion de VLDL implique les circuits neuronaux hypothalamiques vers le

complexe dorso vagal.

L’axe hypothalamo-hypophysio surrénalien (HPA) est également sensible aux variations des d’acides
gras circulants. En effet, la diminution des niveaux d’acides gras libres dans le plasma entraine une
activation de I'axe HPA et la sécrétion d’ACTH et de corticostérone pour rétablir les niveaux circulants
d’acides gras (Oh et al. 2012). Contrairement a la régulation de la HGP et de la sécrétion des VLDL par
les acides gras insaturés dans le cerveau, cette activation de I'axe HPA est due a une diminution des
acides gras saturés plutot qu’une diminution des niveaux totaux d’acides gras libres (Oh et al. 2014).
Ceci semble confirmer I'existence de réseaux neuronaux sensibles a différents types d’acides gras.
Cette action des acides gras saturés sur I'axe HPA est potentiellement médiée par I'inhibition de
PPARy dans le PVN. En effet, ce facteur de transcription est impliqué dans diverses réponses aux
acides gras et son antagonisme dans le PVN induit la sécrétion d’ACTH tandis que son activation

produit I'effet inverse (Uchoa et al. 2014).

L’action anorexigene des acides gras peut paraitre contre-intuitive puisque l'augmentation des
niveaux circulants d’acides gras libres est associée a des déficits dans I'apport en nutriments, comme
un je(ine prolongé, plutot qu’a une grande disponibilité de nutriments. Par contre, la période
postprandiale est accompagnée d’une élévation des niveaux de lipoprotéines riches en TAG. Plusieurs
données récentes suggerent que les protéines lipases comme la LPL sont impliquées dans la détection
des acides gras circulants et dans leurs effets sur la prise alimentaire et les dépenses énergétiques

(Wang and Eckel 2012, Libby et al. 2015). En effet, des études d’invalidation de la LPL montrent a la
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fois une diminution du transport des acides gras vers I"hypothalamus ainsi qu’une diminution des
dépenses énergétiques conduisant au développement de I'obésité chez le rongeur (Wang et al. 2011).
Cette action de la LPL sur les dépenses énergétiques n’est pas uniqguement observée dans
I’hypothalamus. L'inhibition pharmacologique ou l'invalidation de la LPL dans I’hippocampe entraine
un gain de poids associé a une diminution des dépenses énergétiques sans modification sévere du
comportement alimentaire (Picard et al. 2014). Les acides gras peuvent aussi agir sur les structures
mésolimbiques du cerveau et moduler I'aspect motivationnel de la consommation de nourriture riche
en gras. L’infusion intra carotidienne d’'une émulsion lipidique riche en TAG réduit I'aspect
récompensant de la consommation de nourriture riche en gras. Cet effet central des TAG serait médié
par leur hydrolyse par la LPL puisque son inhibition dans le noyau accumbens, noyau impliqué dans le
systeme de la récompense, augmente la préférence pour les dietes riches en gras (Cansell et al.
2014).

La consommation de diéte riche en gras produit des changements dans la sensibilité a I'insuline du
foie ainsi qu’une augmentation dans la sécrétion d’insuline induite par le glucose (GlIS), et ce, méme
avant le développement de I'obésité. Ces changements dans la sensibilité a I'insuline des tissus
périphériques seraient dus a une diminution du tonus sympathique vers ces tissus en provenance du
VMH (Cruciani-Guglielmacci et al. 2005). Ceci est aussi observé suit a une infusion chronique
d’intralipide en périphérie (Magnan et al. 1999) ainsi qu’en ICV (Clement et al. 2002). Cette
augmentation de la GIIS nécessite a la fois I’hydrolyse des TAG en NEFA ainsi que I'oxydation B de ces
derniers dans le cerveau puisque l'inhibition de I'entrée des acides gras dans la mitochondrie par CPT-
1 prévient 'augmentation de la GIIS lors d’une infusion intra carotidienne d’intralipide (Cruciani-
Guglielmacci et al. 2004). Cette inhibition de I'oxydation mitochondriale des acides gras a aussi
comme effet de diminuer la prise alimentaire de ces rats telle qu'observée précédemment par le

groupe de Rossetti (Obici et al. 2003).

En plus de pouvoir détecter les niveaux d’acides gras, le MBH, particulierement le VMH, est sensible
aux augmentations de corps cétoniques comme le BHB. L’'introduction d’une diéte riche en gras
provoque une augmentation transitoire de la prise alimentaire qui redescend a des niveaux normaux
apres trois jours. L'inhibition de la production de BHB par les astrocytes du VMH prévient cette
diminution de la prise alimentaire (Le Foll et al. 2014). Cette inhibition de la production de BHB dans
le VMH de rats résistants a la diete renverse cette résistance et augmente la prise alimentaire au
méme niveau que les rats sensibles a la diete (Le Foll et al. 2015). La
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Figure 9 résume les différents effets périphériques de la détection des acides gras dans le cerveau.

La consommation de diétes riches en gras peut influencer ces divers mécanismes de détection des
acides gras dans le cerveau. Ces altérations peuvent a leur tour augmenter la consommation de
nourriture ainsi que la préférence pour des dietes riches en gras. Ceci peut ensuite exacerber la prise
de poids due a la surconsommation de diete riche en gras. Effectivement, la surconsommation de
diete riche en gras ou en sucre abolit la détection des acides gras dans le MBH et prévient leurs effets
anorexigeénes (Morgan et al. 2004, Pocai et al. 2006). Ces altérations dans la détection centrale des
acides gras peuvent étre avoir lieu relativement rapidement. Trois jours de consommation de diete
riche en gras sont suffisants pour prévenir les effets de I'administration par ICV d’oléate sur la
sécrétion hépatique de VLDL (Yue et al. 2015). Ces augmentations prolongées des niveaux de TAG
circulants vont aussi conduire a augmenter la préférence pour les dietes riches en gras (Karatayev et

al. 2009, Cansell et al. 2014).

Cellule du systeme nerveux central

TAG > ) ‘/ J Prise alimentaire
LPL
/\? § HGP
LCFA 7 ¥ Sécrétion hépatique de VLDL
g5
& 1 Métabolisme énergétique
%’% Acétyl-CoA == Malonyl-CoA o .
: )Acc ¥ Préférence aux digtes HF

t Sensibilité a I'insuline

P

OO

Corps cétoniques
B

faery s = eTe)
o] QO0OooC~
SUOGOsARERRRanadl
(S

o
OO

58



Figure 9 : Effet des acides gras a longue chaine dans I’hypothalamus médiobasal.

En conditions normales dans I’"hypothalamus médiobasal, les LCFA sont transportés a I'intérieur de la
cellule puis sont estérifiés en LCFA-CoA par I’ACS. L’accumulation intracellulaire des LCFA-CoA est un
signal anorexigene qui provoque une diminution de la prise alimentaire et I'HGP. L’accumulation des
LCFA-CoA entraine l'activation des Karp pour diminuer I'HGP. L’inhibition de I’ACS prévient
I’accumulation de LCFA-CoA et la diminution de la prise alimentaire et de I'HGP. L'inhibition des Karp
prévient la diminution de 'HGP. L'inhibition de CPT-1 permet I’'accumulation des LCFA-CoA et diminue
la prise alimentaire et I’'HGP. La consommation d’une diéte riche en gras inhibe I’ACC et prévient
I'inhibition de CPT-1 par I'accumulation du malonyl-CoA, les LCFA-CoA entrent et sont oxydés dans la
mitochondrie, prévenant leur accumulation et leurs effets sur la prise alimentaire et I'HGP. La
détection des TAG entraine une augmentation des dépenses énergétiques et une inhibition de la
sécrétion de VLDL l'inhibition de la LPL prévient ces effets. La détection des TAG dans le noyau
accumbens diminue la préférence aux diétes riches en gras. L’oxydation mitochondriale des LCFA-CoA
entraine la sécrétion de corps cétoniques vers les neurones du VMH pour diminuer la prise
alimentaire. Abréviations: (ACC) Acétyl-CoA carboxylase, (ACS) Acétyl-CoA synthétase, (CPT-1)
Carnitine palmitoyl transferase 1, (HF), High fat, (HGP) Production hépatique de glucose, (Karp)
pompes de potassium ATP dépendante, (LCFA) acides gras a longue chaine, (LPL) Lipoprotéine lipase,
(TAG) Triglycérides, (VLDL) Lipoprotéine a trés faible densité.

Les acides gras peuvent ainsi agir dans le CNS pour moduler plusieurs paramétres de I'homéostasie
énergétique incluant la prise alimentaire, la HGP, la sécrétion de lipoprotéines par le foie ainsi que la
modulation des dépenses énergétiques. Certains de ces effets centraux des acides gras peuvent étre
dépendants de l'oxydation tandis que d’autres nécessitent une accumulation intracellulaire sous
forme d’Acyl-CoA. En effet, la modulation de I'activité des diverses enzymes impliquées dans le
métabolisme des acides gras, tels la LPL, FAS, ACSL ainsi que CPT-1, de maniere a augmenter les
niveaux intracellulaires d’Acyl-CoA conduit a une diminution de la prise alimentaire. L’estérification et
I"accumulation en Acyl-CoA dans I'hypothalamus seraient un signal anorexigene. Dans les tissus
périphériques, les Acyl-CoA sont nécessairement liés a une protéine de liaison, Acyl-CoA Binding
Protein (ACBP) qui les stabilise en les protégent contre I’hydrolyse et permet leur accumulation
intracellulaire. En permettant, ou en favorisant, I'accumulation des Acyl-CoA intracellulaire dans
I’hypothalamus, ACBP pourrait donc faire partie de la réponse anorexigene des acides gras. De plus,

ACBP est aussi impliqué dans d’autres aspects du métabolisme périphérique des acides gras qui, dans
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le SNC, pourraient étre importants dans la régulation de la prise alimentaire par les acides gras. Nous
allons donc, dans la section suivante, introduire les différentes fonctions périphériques connues

d’ACBP ainsi que ce qui est connu de ses fonctions dans le cerveau.

V Acyl-CoA Binding Protein (Diazepam Binding Inhibitor)

V.1 Identification

Avant d’introduire les fonctions périphériques d’ACBP reliées au métabolisme des acides gras, nous
allons parler de l'identification de cette protéine et comment cette derniere a été identifiée dans
différents tissus par différents laboratoires qui I'ont nommé différemment selon sa fonction
présumée. Ceci est important puisque ces fonctions périphériques et au niveau du cerveau sont, en
apparence, incompatibles et ont suscité une légere controverse parmi ces différentes équipes. ACBP a
été identifié pour la premiére fois par le groupe de Costa en 1983 pour sa capacité a inhiber la liaison
des benzodiazépines au récepteur GABAa (Guidotti et al. 1983). Le groupe s’est basé sur deux
observations pour suggérer I'existence d’un ligand endogéne du récepteur des benzodiazépines sur le
récepteur GABAa. Ces observations ont été faites sur des préparations synaptiques en absence du
neurotransmetteur GABA. Premierement, I'affinité du diazépam radio-marqué au récepteur GABA,
est augmentée par le retrait des « facteurs inhibiteurs endogénes » par un lavage de ces membranes.
Deuxiemement, 'ajout de ces « facteurs inhibiteurs endogenes », issu des lavages, diminue I'affinité
du diazépam sur des préparations non traitées (Massotti and Guidotti 1980). Le groupe de Costa a
donc purifié par HPLC ce facteur a partir d’extrait de cerveau de rat qu’ils ont nommé « Diazepam
Binding Inhibitor » (DBI) puisqu’il était capable d’inhiber la liaison du diazépam au récepteur GABA, et

gu’il antagonise les effets anti conflit de ce dernier chez le rat (Guidotti et al. 1983).

Comme mentionnée plus haut, la découverte d’ACBP a été un événement peu commun, non pas pour
I'importance de cette protéine, mais d( au fait qu’elle a été identifiée séparément par cinqg groupes
de recherches différents sur la base de fonctions différentes dans un laps de temps relativement
court de seulement cing ans (Knudsen et al. 1993). Suite a sa premiéere identification dans le cerveau

de rat par (Guidotti et al. 1983), un autre groupe a isolé une protéine intracellulaire qu’ils ont
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nommeée endozépine qui avait des propriétés similaires a DBl en 1986 (Shoyab et al. 1986). En 1987
une protéine considérée comme un contaminant dans un extrait de FABP a été identifiée. En
contraste avec FABP, cette protéine était incapable de lier les acides gras et semblait plutot lier les
Acyl-CoA et semblait possiblement impliqué dans I'oxydation B mitochondriale ou peroxisomale de
ces derniers (Mogensen et al. 1987), cette protéine a ainsi été nommée ACBP. En 1988 un quatrieme
groupe a purifié, a partir d’extrait de cellules surrénaliennes bovines, une protéine impliquée dans la
synthése des stéroides possiblement par le transport du cholestérol a travers les membranes
mitochondriales (Yanagibashi et al. 1988). Finalement, la méme année, un peptide a été purifié a
partir d’intestins de porc. Ce peptide avait la capacité d’inhiber partiellement la sécrétion d’insuline
dans des préparations de pancréas perfusées. L'analyse de la structure de ce peptide a démontré qu’il

était identique a DBI (Chen et al. 1988).

V.1.1 La controverse

Il n"aura pas fallu attendre longtemps aux différents groupes de chercheurs travaillant sur ACBP et
DBI pour se rendre compte qu’ils étudiaient tous la méme protéine. C'est dans le processus de
révision d’un article, paru en 1989, portant sur l'isolation et la caractérisation d’ACBP provenant du
foie de rat que 'identité des séquences entre ACBP, protéine périphérique, et DBI, protéine du CNS, a
été remarquée pour la premiére fois (Knudsen et al. 1989). ACBP et DBI ont rapidement été acceptés
comme étant la méme protéine, mais cela n’a pas empéché I'’émergence des débats sur la fonction
« réelle » d’ACBP ou DBI entre les différents groupes de recherches. D’un c6té le groupe du Dr
Knudsen et Nielsen avance I'idée qu’ACBP ne peut étre considéré comme un neurotransmetteur pour
trois raisons, 1- ils n’ont pas été capable de répliquer les résultats originaux d’inhibition des effets du
diazépam 2- la protéine est beaucoup plus fortement exprimé dans le foie que le cerveau et 3- sa
séquence codante ne contient pas de séquence signal, ce qui serait attendu d’un neurotransmetteur
(Knudsen and Nielsen 1990). De l'autre c6té, le groupe du Dr Costa cite plusieurs sources montrant un
effet antagoniste au diazépam, ainsi que des effets pro-conflits de DBI lorsqu’il est administré
centralement. lls notent aussi que les niveaux de DBI sont plus élevés dans le liquide céphalo-
rachidien ou « Cerebro-spinal fluid » (CSF) de patients atteints de dépressions séveres et

d’encéphalopathies hépatiques, condition ou la transmission GABAergique est altérée, comme des
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exemples de I'importance de DBI dans cette transmission (A. Guidotti 1990). Selon le Dr Costa, le fait
d’étre associé a de multiples fonctions physiologiques ne fait qu’augmenter I'attrait envers cette

protéine et dénote de I'importance de cette derniére a la fois dans le CNS et en périphérie.

V.2 ACBP en périphérie

ACBP est une petite protéine de 86 acides aminés et d’environ 10 kDa. C’est une protéine hautement
conservée dans tous les organismes, des protozoaires aux mammiféres (Hansen et al. 2008). ACBP
posseéde plusieurs caractéristiques propres aux « housekeeping genes », c’est-a-dire qu’ACBP est
exprimé de facon ubiquitaire dans tous les tissus, quoique ses niveaux d’expressions peuvent
grandement varier d’un tissu a I'autre (Burgi et al. 1999, Neess et al. 2006). Dans la cellule, ACBP se
retrouve principalement dans le cytoplasme, mais peut aussi étre associée a I'ER et |'appareil de Golgi
ainsi que dans le noyau. Plusieurs études ont suggéré que la translocation d’ACBP dans |'appareil de
Golgi, ainsi que son éventuelle sécrétion extracellulaire, requiert la liaison d’un Acyl-CoA (Hansen et
al. 2008, Manjithaya et al. 2010). Dans le foie, il a été démontré que les niveaux d’expression d’ACBP
diminuent d’environ 30% suite a un jeune de 24h. Inversement, quelques jours sous une diéte riche
en gras sont suffisants pour augmenter les niveaux protéiques d’ACBP d’environ 40% (Bhuiyan et al.
1995). Pour élucider les roles potentiels d’ACBP, plusieurs souris KO pour ACBP ont été générées. La
premiere souris invalidée pour ACBP est en fait une délétion spontanée de 400 kb (nm1054) dans le
chromosome 1 qui inclut, en partie ou en totalité, les séquences de six génes, dont celle d’ACBP. Ces
souris sont viables, mais développent un phénotype cutané particulier. Les souris ayant une délétion
homozygote ont une fourrure rousse et d’apparence graisseuse (Lee et al. 2007). Etant donné que la
délétion nm1054 affecte I'expression de six différents génes, une seconde souris KO pour ACBP a été
générée par recombinaison homologue pour supprimer la région promotrice ainsi que les exons 1 et
2 d’ACBP. Contrairement a la mutation nm1054, et de fagon surprenante, cette invalidation a I'état
homozygote d’ACBP est létale au stade embryonnaire préimplantation (Landrock et al. 2010).
Finalement, un second groupe de recherche a généré une souris ayant une délétion spécifique du
deuxiéme exon d’ACBP (ACBP Lox). A I’état homozygote, cette délétion compromet la capacité de ces
souris a survivre |'étape du sevrage, par contre, I'addition de nourriture humide au fond de la cage

durant cette période critique leur permet de survivre jusqu’a I'dge adulte (Neess et al. 2011). Tout
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comme pour la mutation nm1054, les souris ACBP Lox homozygotes ont une fourrure rousse et
d’apparence graisseuse due a des défauts de formation de la barriere épidermique. En plus de ces
différentes souris KO, plusieurs modeles de souris et rats transgéniques surexprimant ACBP ont été
générés et I'invalidation par des « small interference Ribonucleic Acid » (siRNA) chez le ver et dans la
levure ont étés utilisés. ACBP peut avoir de nombreuses fonctions en périphérie, de telles fonctions
incluant le maintien des réserves intracellulaires d’Acyl-CoA, I'oxydation, I'estérification et la synthése
des acides gras ainsi que plusieurs autres. Sans étre une liste exhaustive, ces différentes fonctions,
reliées de pres ou de loin au devenir métabolique des Acyl-CoA, seront abordées dans les sections

suivantes.

V.2.1 Maintient des réserves intracellulaires d’Acyl-CoA

Comme son nom l'indique, ACBP est une protéine qui est capable de lier avec une grande affinité les
Acyl-CoA. ACBP lie de préférence les MCFA- et LCFA-CoA, mais possede la plus grande affinité pour les
LCFA-CoA dont la chaine se situe entre 14 et 22 carbones. ACBP n’a pas ou tres peu d’affinité pour les
acides gras libres, le CoA libre ou les Acyl-carnitines, ce qui en fait une protéine qui lie exclusivement
les Acyl-CoA. FABP, une protéine de liaison des acides gras libres, a une trés haute affinité pour les
acides gras libres et tres peu d’affinité pour les Acyl-CoA, mais est quand méme capable de les lier a
de plus faibles niveaux qu’ACBP (Rosendal et al. 1993, Abo-Hashema et al. 2001). Des études in vitro
ont montré qu’ACBP, d( a sa grande affinité pour les LCFA-CoA, était capable de déloger le palmitate
de préparations membranaires et de le transporter vers la mitochondrie pour y étre oxydé, et ce avec

une beaucoup plus grande efficacité que FABP ou I'albumine (Rasmussen et al. 1993).

ACBP, en liant les Acyl-CoA, permet de stabiliser et de protéger les réserves intracellulaires contre
I’hydrolyse. Des études chez la levure ont montré que le contenu en Acyl-CoA des levures ou ACBP est
surexprimé est presque doublé par rapport aux levures de type sauvage (Knudsen et al. 1994). La
surexpression d’ACBP chez la souris produit un phénotype presque identique que celui observé chez
la levure soit une augmentation de 70% des niveaux d’Acyl-CoA dans le foie (Huang et al. 2005). Cette
surexpression d’ACBP dans le foie peut étre considérée comme étant physiologique puisqu’elle ne

dépasse pas les niveaux d’ACBP que I'on peut observer lorsque des souris WT sont soumises a des
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dietes riches en gras, soit d’environ 30% (Bhuiyan et al. 1995). En plus d’augmenter le pool d’Acyl-
CoA, la surexpression d’ACBP altere aussi leurs compositions. On peut observer une augmentation
marquée des Acyl-CoA polyinsaturés ainsi qu’une augmentation plus modeste des Acyl-CoA saturés,
par contre les niveaux d’Acyl-CoA mono-insaturés sont inchangés. Un phénotype similaire est aussi
observé dans le tissu adipeux lorsqu’ACBP est surexprimé chez le rat (Oikari et al. 2008). Cette
augmentation est tout aussi importante pour les Acyl-CoA saturés que mono-insaturée. A 'opposé
des études de surexpression, I'invalidation d’ACBP dans la levure ne diminue pas les niveaux totaux
d’Acyl-CoA, mais altére seulement leur composition. Les niveaux d’Acyl-CoA saturés sont augmentés

tandis que les mono-insaturés sont diminués en conséquence (Gaigg et al. 2001).

La liaison des Acyl-CoA par ACBP permet de réduire leur concentration a I’état libre dans le cytosol,
en plus de réduire leur effet détersif, cela permet de réduire les effets inhibiteurs qu’ils peuvent avoir
sur plusieurs enzymes du métabolisme des acides gras. En liant les Acyl-CoA, ACBP est capable de
renverser I'inhibition de plusieurs enzymes qui seraient inhibées par les Acyl-CoA, comme |'Acetyl-

CoA Carboxylase (ACC) et I’ACS mitochondriale (Faergeman and Knudsen 1997).

V.2.2 Oxydation des acides gras

En plus de pouvoir déloger les Acyl-CoA de préparations de membranes, ACBP est capable de les
acheminer vers la mitochondrie ou ils seront utilisés pour I'oxydation B. Le groupe du Dr Knudsen a
montré que I'addition d’ACBP dans un systeme contenant des préparations membranaires radio-
marquées et de mitochondries permet d’augmenter significativement les niveaux d’oxydation B.
Cette augmentation due a l'addition d’ACBP est au moins quatre fois plus importante qu’avec
I’addition de FABP ou d’albumine (Rasmussen et al. 1994). Dans cette méme étude, les auteurs
notent que l'augmentation du taux d’oxydation B est corrélée avec l'augmentation de la
concentration d’Acyl-CoA lié & ACBP. A linverse le taux d’oxydation B diminue lorsque la
concentration d’Acyl-CoA libre augmente. Ceci suggere que la mitochondrie, via CPT-1, reconnaitrait
le couple Acyl-CoA/ACBP plutét que les Acyl-CoA libres. Cette observation est corroborée, plus
récemment, par la mesure de I'affinité pour les Acyl-CoA d’ACBP et de CPT-1. Dans cette nouvelle
étude, I'affinité d’ACBP pour I'oléyl-CoA est environ 170 a 1400 fois plus importante que celle de CPT-

1. Son activité ne peut donc pas étre expliquée par une simple compétition avec ACBP pour les Acyl-
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CoA libres. Une relation linéaire entre l'activité de CPT-1 et la concentration d’Acyl-CoA peut
seulement étre observée lorsque I'on tient compte uniguement des Acyl-CoA liés a ACBP. CPT-1 est
donc capable de reconnaitre le couple ACBP/Acyl-CoA avec une plus grande affinité, suggérant un

réle pour ACBP dans I'acheminement vers la mitochondrie (Abo-Hashema et al. 2001).

L'implication d’ACBP dans |'oxydation des acides gras a aussi été observée in vivo dans le ver C
elegans. |l existe 6 paralogues d’ACBP chez le C. elegans, I'ablation d’un seul ou de plusieurs d’entre
eux a pour effet de moduler les taux d’oxydation des acides gras tels le palmitate et I'oléate.
L'invalidation d’ACBP1 augmente les taux d’oxydation de |'oléate tandis que I'invalidation d’ACBP2 a
I'effet inverse. De plus, l'invalidation d’ACBP2 a pour effet d’augmenter, possiblement par un
mécanisme compensatoire, I’oxydation du palmitate (Elle et al. 2011). Finalement, dans une lignée
cellulaire dérivée de cellules pulmonaires cancéreuses humaines, I'invalidation d’ACBP par siRNA
diminue les taux d’oxydation du palmitate d’environ 40% et compromet la survie de ces cellules,
suggérant que l'implication d’ACBP dans ce processus est aussi importante chez les mammiferes

(Harris et al. 2014).

V.2.3 Estérification des acides gras

Le métabolisme intracellulaire des Acyl-CoA peut suivre deux voies distinctes, la voie catabolique,
comme I'oxydation de ces derniers a des fins de production énergétique, et la voie anabolique, ou les
Acyl-CoA sont utilisés pour la synthése lipides plus complexes. ACBP semble étre impliqué, non
seulement dans la voie catabolique, en fournissant des Acyl-CoA a la mitochondrie pour I'oxydation B,
mais aussi dans la voie anabolique d’estérification en TAG, phospholipides et la synthese d’Acyl-CoA a
tres longue chaine (chaine de carbone supérieure a 22). La surexpression d’ACBP chez la souris
affecte I'estérification des Acyl-CoA en lipides complexes dans le foie. Une augmentation de
I’expression d’ACBP d’environ 30% est suffisante pour augmenter les niveaux de TAG et de
phospholipides membranaires dans le foie par rapport aux controles tout en diminuant les niveaux
d’acides gras libres, ce qui suggére une augmentation de I'estérification (Huang et al. 2005). Dans
cette étude les auteurs ont observé une augmentation de I'activité de la Glycerol-3-phosphate

acyltransferase, une des enzymes clés de la synthése des TAG et phospholipides. La surexpression
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d’ACBP dans une lignée cellulaire hépatique a pour effet d’augmenter les niveaux de lI'incorporation
du palmitate extracellulaire dans les lipides complexes, plus précisément une augmentation de 71%
de son incorporation dans les TAG (Yang et al. 2001). Des observations similaires sont faites chez le C.
elegans ou l'invalidation de certains paralogues d’ACBP réduit les niveaux de TAG dans cet organisme
(Elle et al. 2011). Il a aussi été suggéré qu’ACBP puisse étre impliqué dans I’élongation des acides gras
puisque son invalidation dans la levure diminue les niveaux d’acide gras C26:0, une espece qui

provient probablement de I’élongation du palmitate (Gaigg et al. 2001).

V.2.4 Effets transcriptionnels

L'expression d’ACBP dans la cellule est majoritairement cytoplasmique, mais peut étre trouvée dans
I’ER et I'appareil de Golgi. Sa translocation vers ces deux organelles est dépendante de sa liaison a un
ligand, dans ce cas-ci, un Acyl-CoA (Hansen et al. 2008, Manjithaya et al. 2010). ACBP peut aussi étre
retrouvé dans le noyau, sa présence dans le noyau est probablement liée a I'effet transcriptionnel des
Acyl-CoA (Elholm et al. 2000). Il a été montré que, dans le noyau de cellules hépatiques, ACBP peut
interagir directement avec le facteur de transcription Hepatocyte nuclear factor-4a (HNF-4a).
L'interaction directe est observée par le changement conformationnel d’HNF-4a suite a son
interaction avec ACBP, leur co-immunoprécipitation a partir d’extraits hépatiques, ainsi que leur
colocalisation par immunofluorescence et microscopie électronique qui les place a 53 et 43 A de
distance (Petrescu et al. 2003). Le facteur de transcription HNF-4a est un régulateur de plusieurs
génes impliqués dans le transport et le métabolisme des lipides tels que plusieurs apolipoprotéines,
microsomal trigyceride transfer protein, cholesterol 7a hydroxylase, FABP et PPARa (Hayhurst et al.

2001).

Il est aussi suggéré qu’ACBP puisse affecter I'expression d’autres genes du métabolisme des lipides.
Sa surexpression chez le rat entraine une diminution des niveaux d’expression de PPARy et 6 ainsi que
SREBP-1 dans le foie et le tissu adipeux (Oikari et al. 2008). ACBP peut donc interagir directement
avec certains facteurs de transcriptions pour réguler I'expression de plusieurs genes impliqués dans le

métabolisme des acides gras. ACBP en plus d’étre impliqué directement dans le métabolisme
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intracellulaire des acides gras, semble aussi I'étre de facon indirecte en agissant sur I'expression

génique.

V.3 ACBP dans le systeme nerveux central

Comme mentionné plus haut, ACBP a été initialement identifié dans le cerveau, dans des
préparations synaptiques, et a été nommé DBI pour sa capacité a inhiber la liaison du diazépam au
récepteur GABA, (Guidotti et al. 1983). Bien qu’ACBP et DBI soient en fait la méme protéine, les
fonctions qui lui sont attribuées en périphérie, concernant le métabolisme des Acyl-CoA, n’ont,
jusqu’a ce jour, pas été étudiées dans le CNS. Dans le cerveau, ACBP ou DBI est exprimé
majoritairement dans les astrocytes, les épendymocytes et les tanycytes (Lanfray et al. 2013), mais
peut aussi étre retrouvé dans les neurones (Alho et al. 1985). Des études de microscopie électronique
ont montré qu’ACBP est enrichi dans le synaptosome et est associé aux vésicules synaptiques dans le
cerveau de rat (Ferrarese et al. 1987). Dans le CNS, tout comme dans le foie, les niveaux d’expression
d’ACBP peuvent étre régulés par le statut nutritionnel. Les niveaux d’expression en ARN messager
d’ACBP sont diminués d’environ 10 fois dans I’ARC et ailleurs dans le cerveau suite a un jeune de 24h
(Compere et al. 2010). Cette observation est compatible avec I'effet d’'un jeune sur I’expression
d’ACBP dans le foie (Bhuiyan et al. 1995). La majorité des fonctions qui sont associées a ACBP dans le
cerveau sont en lien avec le fait que cette protéine peut étre sécrétée, puis clivée et agir sur d’autres
populations de cellules cérébrales via deux types de récepteurs membranaires, le récepteur GABA,,
un récepteur ionotropique, ainsi qu’un GPCR, récepteur métabotropique (Guidotti et al. 1983, Patte
et al. 1995). ACBP est ainsi impliqué dans la modulation du comportement d’anxiété, du
comportement de conflit et de la prolifération neuronale via le récepteur « Central Benzodiazepine
Receptor » (CBR), qui fait partie du récepteur GABAs. ACBP est aussi impliqué dans la synthése des
neurostéroides via le récepteur périphérique des benzodiazépines (Do-Rego et al. 1998, Do-Rego et
al. 2001). Finalement, ACBP est capable de moduler la prise alimentaire en agissant sur un récepteur

métabotropique ou GPCR (do Rego et al. 2007).

V.3.1 Clivage et sécrétion
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A linstar de plusieurs autres neuropeptides comme POMC, ACBP peut é&tre clivé pour produire
différents peptides fonctionnels. La digestion trypsique d'ACBP génére les peptides
Octadecaneuropeptide (ODN) et Triakontatetraneuropeptide (TTN). ACBP et I'ensemble de ses
produits de clivage ont été nommés endozépines puisque ces peptides endogénes agissent sur le
récepteur des benzodiazépines « endogenous benzodiazepine receptor ligand ». Ces endozépines
sont associés aux synaptosomes dans les neurones et peuvent étre sécrétés suite a la dépolarisation
des membranes neuronales par le KCl (Ferrarese et al. 1987). Toutefois, les travaux récents montrant
une localisation essentiellement gliale remettent en question I'expression neuronale décrite par le
groupe de Costa. La sécrétion d’ACBP et/ou de ses produits de clivage a beaucoup été étudiée
puisqu’elle est essentielle au réle présumé d’ACBP en tant que neurotransmetteur. Plusieurs signaux
incluant la voie de I'autophagie (Manjithaya et al. 2010), I'amyloide B (Tokay et al. 2005) et le cortisol
(Loomis et al. 2010) sont capables d’induire la sécrétion d’ACBP dans des cultures d’astrocytes. Les

différents produits de clivages connus d’ACBP sont résumés dans la Figure 10

1 17 33 43 50 86

ODN 33-50

OP 43-50 [ ]

Figure 10 : Représentation schématique des différents produits de clivage d’ACBP.

ACBP (1-86) peut étre clivé a plusieurs positions pour produire un ou plusieurs peptides considérés
comme endozépines. Abréviations : (TTN) Triakontatétraneuropeptide (17-50), (ODN)
Octadécaneuropeptide (33-50), (OP) Octapeptide (43-50).

V.3.1.1 Octadecaneuropeptide (ODN)
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ODN est un des deux produits majeurs du clivage d’ACBP, comme son nom l'indique, ODN est un
peptide de 18 acides aminés formé des acides aminés 33-50 d’ACBP. Tout comme ACBP, ODN a la
capacité de lier le récepteur CBR faisant partie du complexe GABAs et d’empécher la liaison du
diazépam, ainsi que des substances anxiogenes comme les B-carbolines. La capacité d’ODN a inhiber
la liaison de ces substances au CBR est en fait supérieure a celle d’ACBP, ce qui suggérerait que
I'action d’ACBP sur ce récepteur implique son clivage en ODN (Ferrero, Santi, et al. 1986). Ceci est
corroboré par le fait que I'administration d’'ODN en ICV produit les mémes effets que I'administration
de la protéine compléte sur la prise alimentaire sur les comportements reliés a I’anxiété ainsi que le
comportement de conflit. De plus, dans la plupart des cas, I’effet d’une administration d’ODN est plus
rapide que I'administration d’ACBP (De Mateos-Verchere et al. 1998). ODN peut lui-méme étre clivé
pour former un peptide biologiquement actif de 8 acides aminés, octapeptide (OP). Ce peptide, qui
est composé des 8 derniers acides aminés C-terminal d’ODN, a les mémes effets que ce dernier sur
I'augmentation de la concentration en Ca**, effet dépendant du récepteur GABA,, ainsi que sur la
prise alimentaire, effet dépendant du récepteur métabotropique (Leprince et al. 1998, do Rego et al.

2007).

V.3.1.2 Triakontatétraneuropeptide (TTN)

TTN, comme son nom l'indique, est un peptide de 34 acides aminés. Il est le premier produit de
clivage d’ACBP (résumé a la Figure 10) et est formé des acides aminés 17-50 d’ACBP. A I'instar d’ODN,
TTN est capable de se lier au site de reconnaissance des benzodiazépines. Par contre, le site d’action
de TTN n’est pas sur le récepteur CBR, mais plutdt sur le « Peripheral Benzodiazepine Receptor »
(PBR) (Slobodyansky et al. 1989). L’administration ICV de TTN produit des effets similaires sur
I'anxiété qu’ODN. Ces effets peuvent étre bloqués par des inhibiteurs spécifiques de PBR, mais pas
par les inhibiteurs de CBR. De plus, I'augmentation de la concentration d’ions Ca** intracellulaire
engendrée par TTN est additive a celle d’ODN et engendre une augmentation plus importante. Ceci
suggere que ces deux peptides, quoique trés similaires, agissent sur deux récepteurs différents
(Gandolfo et al. 2001). Le récepteur PBR, contrairement a ce que son nom suggeére, est aussi exprimé
dans le cerveau au niveau de la membrane mitochondriale externe, il est aussi connu sous le nom de

« Translocator protein » et est responsable de I'entrée du cholestérol dans la mitochondrie pour la
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synthése des stéroides (Krueger and Papadopoulos 1990). En accord avec la fonction de PBR dans le
transport du cholestérol, TTN peut augmenter les niveaux de synthése des neurostéroides (Do Rego

et al. 2009).

V.3.1.3 Sécrétion

L'association d’ACBP aux synaptosomes, observée par microscopie électronique, est une des
premieres indications que cette protéine a la capacité d’étre sécrétée. La sécrétion d’ACBP a été
démontrée pour la premiére fois dans des préparations d’explants provenant de diverses régions du
cerveau, hypothalamus, cortex, striatum hippocampe. Ces différents explants sont capables de
sécréter ACBP a I'état basal et la dépolarisation membranaire de ces derniers par le KCl provoque une
augmentation de la relache d’ACBP dans le milieu de culture (Ferrarese et al. 1987). ACBP est plus
fortement exprimé dans les cellules gliales que dans les neurones, sa sécrétion dans le milieu de
culture provient probablement majoritairement des cellules gliales. D’autres études montrent
qu’ACBP est surtout sécrété par les cellules gliales, plus précisément par les astrocytes (Lamacz et al.
1996, Gach et al. 2015). Les cellules de Miller, des cellules gliales radiales de la rétine, ou une lignée
immortalisée de ces cellules gliales peuvent sécréter ACBP lorsqu’elles sont traitées au KCI. La
sécrétion d’ACBP dans ces cellules est dépendante de sa phosphorylation par PKC. Le phorbol miristic
acetate (PMA), un activateur de la PKC, augmente la sécrétion d’ACBP. ACBP posséde deux résidus
thréonines compatibles avec le motif de reconnaissance pour une phosphorylation par la PKC. Enfin,
les deux thréonines phosphorylées par la PKC sont dans le peptide ODN qui, lorsqu’il est phosphorylé,
a une plus forte affinité pour le récepteur GABAs qu’ODN non phosphorylé (Qian et al. 2008). Comme
pour les cellules gliales Miiller, le traitement de cultures d’astrocytes primaires provenant du cerveau
induit la sécrétion d’ACBP. Dans ce systeme, plusieurs stéroides, comme le cortisol et le
pregnenolone, sont aussi capables d’induire cette sécrétion. Dans le cerveau, le pregnenolone est
converti en pregnenolone sulfate qui est capable d’induire la sécrétion d’ACBP a de plus forts niveaux
que le pregnenolone. Le pregnenolone sulfate peut étre produit dans le cerveau ou il a la capacité de
diminuer la transmission GABAergique, une fonction qui est conséquente avec son implication dans la
sécrétion d’ACBP, un agoniste inverse du récepteur GABA, (Loomis et al. 2010). La sécrétion d’ACBP,
sous forme d’ODN, par les astrocytes peut aussi étre induite par I'accumulation d’amyloide B. La

présence d’agrégats peptidiques d’amyloide B dans le milieu de culture d’astrocytes primaire induit a
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la fois une augmentation de la production intracellulaire d’ACBP, augmentation a la fois de la
transcription en ARN ainsi que de la synthese de la protéine, et une augmentation dose dépendante
de sa sécrétion (Tokay et al. 2005). Cette augmentation de la production et/ou de la sécrétion
d’ACBP, liée a la présence d’amyloide B3, a aussi un effet positif sur la prolifération et la survie de ces
astrocytes en culture. Bien que I'étude citée ne fasse pas le lien direct entre la sécrétion d’endozépine
et la prolifération et survie cellulaire, ce role potentiel d’ACBP dans le CNS sera abordé plus en détail

dans les sections suivantes.

L'analyse de la séquence d’ACBP souléve un probléeme majeur en ce qui a trait a sa sécrétion. ACBP ne
possede pas de séquence N-terminale lui permettant d’étre transloqué vers I'ER et I'appareil de Golgi
pour étre sécrété par la voie de sécrétion classique des protéines. Il est suggéré qu’ACBP, comme
plusieurs autres protéines, puisse étre sécrété par un mécanisme de sécrétion non conventionnel.
Ceci est mis en évidence par le fait que la sécrétion d’ACBP par des astrocytes en culture n’est pas
inhibée en présence de brefeldin A, un inhibiteur de I'assemblage des vésicules d’exocytose dites
classiques (Lafon-Cazal et al. 2003). Plusieurs études chez la levure et chez I'amibe ont montré que les
mécanismes de sécrétion d’ACBP impliquent plusieurs protéines de la voie de I'autophagie. Chez la
levure et I'amibe, I'autophagie induite par une privation nutritionnelle augmente la sécrétion d’ACBP
dans le milieu extracellulaire, cette sécrétion requiert les étapes initiales de la voie de I'autophagie.
L’inactivation d’un seul ou plusieurs génes impliqués cette voie inhibe completement la sécrétion
d’ACBP. L’étape finale de I'autophagie, la fusion des autophagosomes et endosomes avec les vacuoles
et les lysosomes, n’est pas requise pour la sécrétion d’ACBP dans ce modele. En effet, I'invalidation
des genes impliqués dans la fusion des autophagosomes aux vacuoles n’a pas d’effet sur la relache
d’ACBP dans le milieu extracellulaire (Duran et al. 2010, Manjithaya et al. 2010). Les vésicules
contenant ACBP fusionnent directement avec la membrane plasmique pour sécréter leur contenu
dans le milieu extracellulaire. Le transport de ces vésicules est effectué via un mécanisme qui dépend
de la protéine de I'assemblage de I'appareil de Golgi GRASP et leur fusion avec cette derniere requiert
le complexe SNARE (Kinseth et al. 2007). Une des étapes essentielles a I'inclusion d’ACBP dans ces
vésicules sécrétoires semble étre la liaison d’ACBP a un Acyl-CoA, plus précisément les MCFA-CoA.
L'inhibition de leur production dans le peroxysome inhibe la sécrétion d’ACBP (Manjithaya et al.
2010). La translocation d’ACBP dans I'ER et I'appareil de Golgi est un autre processus, possiblement
relié a sa sécrétion, qui nécessite la liaison d’'un Acyl-CoA (Hansen et al. 2008). La sécrétion d’ACBP,

stimulé par l'amyloide B, nécessite une augmentation des niveaux de «cyclic Adenosin
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monophosphate » (CAMP) ainsi que I'activation de la PKA, une kinase activée par le cAMP. L’inhibition
de I'adenylyl cyclase ou de la PKA a pour effet d’inhiber la sécrétion d’ACBP, mais n’affecte pas la
relache basale d’ACBP (Tokay et al. 2008). Ce mécanisme de sécrétion, cAMP et PKA dépendant,
semble impliquer le transporteur ATP-binding cassette, ce transporteur membranaire est exprimé
dans les astrocytes en culture et peut étre phosphorylé par la PKA, de plus son inhibition prévient la

sécrétion d’ACBP stimulée par I'amyloide B (Tokay et al. 2005, Masmoudi-Kouki et al. 2006).

Une fois sécrété, ACBP est ensuite clivé et peut agir sur deux différents types de récepteur,
ionotropique et métabotropique, et donc produire des réponses différentes. Jusqu'a ce jour,
uniqguement un de ces deux récepteurs d’'ODN a été identifié, soit le récepteur GABAa. Nous allons
brievement décrire ces différents récepteurs avant d’introduire les fonctions d’ACBP et d’ODN dans le

SNC.

V.3.2 Action sur le récepteur GABAa

ACBP, ou son produit de clivage ODN, agissent principalement via deux types de récepteurs
membranaires, un GPCR qui n’a pas encore été identifié et le récepteur ionotropique GABA,. Le site
de liaison du GABA se situe entre les sous-unités a et B, et sa liaison entraine I'ouverture du canal
calcique pour permettre I'entrée d’ions Cl" et causer une hyperpolarisation de la membrane, ce qui
inhibe la transmission synaptique. En plus du GABA, ce récepteur possede différents ligands
potentiels incluant les benzodiazépines, plusieurs barbituriques, I’éthanol ainsi que plusieurs
anesthésiques stéroidiens et plusieurs autres (Mehta and Ticku 1999). Ces différents ligands
possédent pour la plupart un site de liaison allostérique, c'est-a-dire un site de liaison différent du
ligand principal et module I'effet de ce dernier. Par exemple, le site de liaison des benzodiazépines sur
le récepteur GABA, est situé a I'interface des sous-unités a et y tandis que le site de liaison du GABA
est situé entre les sous-unités a et . Les benzodiazépines potentialisent I'effet du GABA sur I'entrée
d’ions CI. lls sont donc considérés comme des « Positive Allosteric Modulator » (PAM) du récepteur
GABA, puisqu’ils agissent sur un site de liaison différent pour augmenter I'effet du ligand principal sur
son récepteur. Les différentes configurations possibles des sous-unités du récepteur GABAa lui

permettent d’étre sensible a différents ligands. Différents récepteurs GABA, peuvent méme étre
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retrouvés a l'intérieur d’'un méme neurone et plusieurs mécanismes régulent I'acheminement de ces
sous-unités fonctionnellement différentes vers différents sites. Des études d’'immunofluorescence ont
montré que certains neurones peuvent exprimer différents assemblages du récepteur GABA, a des
sites intra et extrasynaptiques. De plus la cinétique de I'activation de ces récepteurs suggere qu'’ils
sont fonctionnellement distincts les uns des autres (Koulen et al. 1996, Banks and Pearce 2000). Les
dérégulations de la transmission GABAergique, qu’elles soient associées a un défaut du récepteur ou
dans la relache du neurotransmetteur, sont impliquées dans plusieurs troubles comportementaux
comme la dépression majeure, les troubles bipolaires, I'anxiété ainsi que des maladies comme
I’épilepsie (Crestani et al. 1999, Sanacora et al. 2004, Craddock et al. 2010, Galanopoulou 2010). Le
récepteur GABA, est ainsi une cible thérapeutique attrayante pour plusieurs de ces désordres, et ce,
malgré la grande diversité des sous-unités de ce récepteur qui augmente les possibilités d’effets
secondaires. Le diazépam est le parfait exemple de cette problématique, ses effets anxiolytiques sont
accompagnés d’effets sédatifs et de risques de dépendance. Le site de reconnaissance des
benzodiazépines sur le récepteur GABA, est situé a I'intersection des sous-unités a et y voir (Figure
10), ce site a été identifié comme le récepteur central de benzodiazépines ou CBR. Les différents
effets du diazépam peuvent étre attribuables aux différentes sous-unités a pouvant former le site ay
du récepteur GABA,, 'effet anxiolytique est dépendant principalement de la sous-unité a, et a plus

faible niveau as, tandis que I'effet sédatif dépend d’a; (Braat and Kooy 2015).

V.3.2.1 Modulation allostérique du récepteur GABAA par ACBP

ACBP ainsi que ses différents produits de clivages sont capables de se lier au site de reconnaissance
des benzodiazépines. ACBP, ODN et OP lient CBR sur le récepteur GABA, alors que TTN se lie a PBR
comme démontré par leur administration avec des antagonistes sélectifs pour CBR et PBR (Mohler
2014). La liaison d’ACBP sur le récepteur CBR a pour effet d’inhiber la liaison des benzodiazépines,
ACBP peut donc étre considéré comme un « Negative Allosteric Modulator » (NAM) ou agoniste

inverse du récepteur GABA, (Farzampour et al. 2015).

Bien que la majorité des études sur la modulation du récepteur GABAA par ACBP s’accordent pour
dire qu’il agit en tant que NAM, une étude récente suggére qu’il puisse aussi agir comme PAM dans

certaines conditions ou régions cérébrales. Dans cette étude, ACBP ou un de ses peptides, agit
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comme PAM spécifiquement dans le noyau thalamique réticulaire. La potentialisation de I'activité du
récepteur GABAA dans ce noyau est absente si le site CBR est altéré, suite a I'ajout de I'antagoniste de
GABA flumazenil ainsi que chez les souris ACBP KO, suggérant que ce dernier agisse effectivement
comme PAM (Christian et al. 2013). Les auteurs suggérent plusieurs mécanismes par lesquels ACBP
puisse agir de facon non conventionnelle. Ils évoquent la possibilité d’'un sous-type de récepteur
GABA, spécifique au noyau thalamique réticulaire, un effet différentiel dose dépendant d’ACBP et
finalement une modification post traductionnelle d’ACBP spécifique a ce noyau. Bien que ces auteurs
favorisent la troisieme explication, il reste possible que la potentialisation de la transmission
GABAergique par ACBP s’explique par un effet indirect impliquant les neurostéroides puisque
I'inhibition locale de leur synthése diminue I'activité du récepteur (Christian et al. 2013). En effet,
TTN, par l'activation de PBR, augmente la synthése des neurostéroides qui peuvent, a leur tour
augmenter la transmission GABAergique (Farzampour et al. 2015). La majorité des données de la
littérature s’accorde pour dire qu’ACBP est un NAM du récepteur GABA,, il est cependant possible

gu’il puisse agir comme un PAM dans certaines conditions ou régions spécifiques du CNS.
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Figure 11 : Représentation du mode d’action de différentes substances sur un récepteur.

Un agoniste est une substance capable de lier un récepteur au méme site que le ligand endogene et
produit ainsi le méme effet que ce dernier. Les agonistes peuvent étres classifiés comme agoniste
complets, capable d’activer le récepteur a un niveau identique au ligand endogene, ou agoniste
partiel, capable d’activer le récepteur a un niveau inférieur au ligand endogéene. L’agoniste inverse,
comme son nom l'indique, produit un effet inverse a celui du ligand endogéne. Les agonistes et
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agonistes inverses, de facon générale, lient le récepteur au site de liaison du ligand endogéne et ne
requiérent pas la présence de ce dernier. Un antagoniste est une substance qui prévient I'effet du
ligand endogene et, contrairement aux agonistes, ne peut produire un effet par lui-méme et nécessite
la présence du ligand.

V.3.3 Récepteur métabotropique

ODN est capable d’engendrer une augmentation rapide et transitoire de la concentration de calcium
intracellulaire (Ca*™) dans les astrocytes (Lamacz et al. 1996). Cette activation ne résulte pas de
I"activation du récepteur GABA, puisque son activation ne produit pas d’augmentation du Ca** et son
inhibition ne prévient pas la mobilisation du calcium intracellulaire induite par ODN. L'inhibition du
récepteur PBR n’a aucun effet sur I'augmentation du Ca*™ intracellulaire induite par ODN, ce qui
indique que cet effet d’ODN est indépendant des récepteurs des benzodiazépines (Gandolfo et al.
1997). De plus, plusieurs effets d’ACBP et d'ODN ne sont pas dépendent de I’activation du récepteur
GABAa. Ceci suggére que ces effets nécessitent potentiellement I'activation d’un second récepteur
membranaire. Le second récepteur impliqué dans I'action d’ACBP, ou ses produits de clivages ODN et
OP, est un récepteur métabotropique qui n’a pas encore été identifié. Plusieurs données suggérent
gue ce récepteur membranaire est couplé a une activation de la phospholypase C (PLC) par une
protéine G sensible a la toxine pertussique (Patte et al. 1995). L’administration d’ODN augmente
rapidement et de fagon transitoire les niveaux d’inositol triphosphate (IPs) et diminue les niveaux de
phosphatidylinositol biphosphate (PIP2). L'activation du second messager IP; entraine a son tour
I'ouverture des canaux calciques au niveau de I'ER lisse pour élever la concentration de Ca*
intracellulaire. Cette augmentation des niveaux d’IP; nécessite I'activation de la PLC ainsi que d’'une
protéine G sensible a la toxine pertussique, puisque I'ajout de cette toxine bloque I'augmentation
des niveaux d’IP; et la diminution de PIP; (Patte et al. 1995). Le récepteur métabotropique activé par
ODN serait un GPCR couplé aux protéines Gq et Goq (sensible a la toxine pertussique et nécessitant
I'activation de la PLC). Bien que I'identité de ce récepteur soit encore inconnue, le groupe de Tonon a
été capable de synthétiser un agoniste ainsi qu’un antagoniste fonctionnel de ce récepteur. Pour la
synthése de I'antagoniste, ils se sont basé sur la forme active d’ODN la plus courte, le peptide OP, et
ont modifié un a un les 8 acides aminés de ce peptide. lls ont alors comparé la capacité des peptides
modifiés a augmenter les niveaux de Ca** comparée a ODN et OP. La substitution de la leucine en
position 5 d’OP par une alanine abolit completement I'effet du peptide. lls ont donc synthétisé ces

deux peptides sous forme cyclique pour produire I'agoniste cyclo OP (cOP) et I'antagoniste cyclo [D-
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Leu5] OP (cdLOP). L'administration de cOP mime l'effet d’'ODN et d’OP, confirmant son statut
d’agoniste. L’administration seule de cdLOP n’a aucun effet tandis que son administration avec ODN
ou OP abolit leurs effets, suggérant qu’il s’agit bien d’un antagoniste et non pas d’un agoniste inverse

(Leprince et al. 1998, Leprince et al. 2001).

V.3.4 Synthése des neurostéroides

Les hormones stéroidiennes sont essentielles au fonctionnement du CNS et sont impliquées dans
plusieurs processus comportementaux tels la réponse au stress, I'anxiété, le sommeil ainsi que dans
la régulation de la prise alimentaire. Malgré ces fonctions essentielles dans le cerveau, il a pendant
longtemps été assumé que leur synthese était exclusivement périphérique. Plusieurs observations
importantes ont remis cette croyance en question. La premiere est que certains stéroides, comme le
pregnenolone, se retrouvent a de plus fortes concentrations dans le cerveau qu’en périphérie et que
leurs niveaux restent plus élevés méme aprés une adénectomie et castration. Finalement les
variations circadiennes de leurs concentrations dans le cerveau ne sont pas synchronisées avec les
variations périphériques. Ces observations suggerent qu’il existe une source centrale de synthese de

neurostéroides (Do Rego et al. 2009).

Plusieurs données suggerent que le récepteur GABA, est impliqué dans la synthese des
neurostéroides via son inhibition. ODN, un inhibiteur du récepteur GABA,, pourrait alors stimuler la
synthése des neurostéroides (Do-Rego et al. 2000, Do-Rego et al. 2001). TTN, un autre peptide dérivé
d’ACBP, est aussi capable d’induire la relache de neurostéroides via son action sur PBR (Do-Rego et al.
1998). Les neurostéroides jouent des réles dans plusieurs processus comportementaux comme le
stress, I'anxiété, le comportement de conflit, la dépression ainsi que la prise alimentaire. Le fait
qu’ODN et TTN soient impliqués dans la modulation centrale de ces processus ainsi que la synthése
des neurostéroides suggere que ces derniers puissent étre les effecteurs en aval de ces deux
endozépines (Do Rego et al. 2009). PBR aussi connue comme translocator protein (TSPO), est
responsable de I'entrée du cholestérol dans la mitochondrie pour la synthése des stéroides en
périphérie ainsi que dans le CNS et serait méme essentielle a leur synthese (Papadopoulos et al. 1997,

Papadopoulos et al. 2006). Récemment, I'implication de TSPO dans la synthése des stéroides a été
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remise en question par deux études d’invalidation. Ces deux études, dont une utilisant un KO
complet, montrent que |'ablation de TSPO ne produit pas de défauts développementaux ou de
synthése des stéroides en périphérie (Morohaku et al. 2014, Tu et al. 2014). Par contre, les auteurs de
ces études n’ont pas vérifié si la synthése ou les niveaux de stéroides sont altérés dans le cerveau.
Bien que le réle de PBR ou TSPO dans le transport du cholestérol la mitochondrie soit remise en
doute, ceci n’exclue pas que les endozépines dérivées d’ACBP puissent étre impliquées dans ce

processus.

V.3.5 Prolifération et neuroprotection

Les benzodiazépines sont reconnues pour avoir un rble potentiel dans la prolifération cellulaire,
plusieurs études démontrent qu’elles peuvent inhiber la prolifération en périphérie (Wang et al.
1984, Morgan et al. 1985) ainsi que dans le CNS (Pawlikowski et al. 1988, Bruce et al. 1991). En tant
gu’inhibiteur de la liaison des benzodiazépines, il est possible pour ACBP de jouer un réle positif dans
la prolifération cellulaire. Il a été démontré que les endozépines ODN et TTN peuvent augmenter, de
facon dose dépendante, I'incorporation de la [*H]thymidine dans les cultures primaires d’astrocytes.
Cette augmentation est dépendante de leurs récepteurs respectifs (Gandolfo et al. 1999, Gandolfo et
al. 2000). L'implication d’ACBP dans la prolifération des astrocytes pourrait en fait étre un effet
neuroprotecteur. En effet, lorsqu’exposés a des agrégats d’amyloide B, les astrocytes produisent et
sécretent ODN dans le milieu de culture et augmentent leurs niveaux de prolifération (Tokay et al.
2005). L'augmentation de la sécrétion d’ODN dans ces cultures d’astrocytes est aussi accompagnée
par une augmentation de la relache d’IL-1B. L’addition d’ODN aux cultures d’astrocytes est suffisante
pour induire les mémes niveaux de sécrétion d’IL-1B8 que I'amyloide. De plus I'IL-1B a par elle-méme
un effet positif sur la prolifération des astrocytes en culture (Parish et al. 2002). Ceci suggére qu’ODN
peut étre sécrété en réponse a un stress et augmenter la sécrétion d’interleukine ayant un effet sur la
prolifération. Il est important de distinguer I'effet proliférateur d’ODN in vitro d’un effet sur des
neurones postnataux in vivo. En effet, la majorité des neurones sont déja formés dans le cerveau
postnatal et la prolifération cellulaire est tres restreinte, voire méme absente dans la plupart des cas.
Ceci n’est pas vrai pour toutes les populations neuronales postnatales, la SVZ est largement

composée de cellules progénitrices capables de prolifération et vont en grande partie, migrer vers le
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bulbe olfactif. Pour étudier I'implication d’ACBP dans cette population, Alfonso et al. ont injecté
directement dans la SVZ, un virus exprimant soit un shRNA pour diminuer I'expression d’ACBP, ou la
protéine ACBP dans le but de la surexprimer. Ces virus servent aussi a marquer les cellules infectées
pour suivre leur migration vers le bulbe olfactif (Alfonso et al. 2012). L'inhibition de I'expression
d’ACBP par cette approche réduit le nombre de cellules migrant vers le bulbe olfactif, indiquant une
diminution de leur prolifération. A linverse, la surexpression d’ACBP a leffet opposé soit
d’augmenter le nombre de cellules en migration. Cette augmentation de la prolifération est due a
I'action d’ODN via le récepteur CBR. L'inhibition de ce récepteur diminue les courants inhibiteurs
GABA ce qui les empéche de quitter le cycle cellulaire pour amorcer le processus de différentiation
(Alfonso et al. 2012). Au cours de leur migration, ces cellules progénitrices vont étre exposées a de
plus faibles niveaux d’expression d’ACBP et ainsi amorcer le processus de différentiation, ce

processus est résumé dans la Figure 12.

Stem Cells Transit Amplifying Neuroblasts
Cells

o—=

proliferation differentiation

Reproduit avec la permission de Alfonso et al. 2012

Figure 12 : Modele décrivant la prolifération cellulaire induite par I’endozépine ODN.
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ODN agit sur le récepteur GABAA pour inhiber la transmission GABAergique sur les cellules
progénitrices qui continuent a proliférer et a migrer vers leur destination finale. Durant leur
migration, les cellules progénitrices qui sont exposées a de plus faibles concentrations d’ODN,
redeviennent sensibles au neurotransmetteur GABA et quittent le cycle cellulaire pour amorcer le
processus de différentiation et devenir des internerons. Abréviations : (GABA) y-aminobutyrique acid,
(CI) lon clorure, (DBI) Diazepam Binding Inhibitor, (ODN) Octadecaneuropeptide.

ACBP peut aussi avoir un effet protecteur contre le stress oxydatif dans un systeme d’astrocytes en
culture. L'exposition prolongée a un stress oxydatif via I'ajout de concentration croissante de
peroxyde d’hydrogene ou H,0,, entraine une diminution des niveaux d’enzymes antioxydantes
comme la superoxyde dismutase et la catalase. L'ajout d’ODN dans ces conditions, en plus de
restaurer I'expression et l'activité de ces deux enzymes, réduit les niveaux d’apoptose. Ces effets
d’ODN sont indépendants de son action sur CBR, ils dépendraient plut6ét de I'activation du récepteur
métabotropique d’ODN et a I'activation de la PKA (Hamdi et al. 2011, Hamdi et al. 2012, Hamdi et al.
2015). ODN, s'il est sécrété en réponse a un stress oxydatif, pourrait donc avoir un effet protecteur
sur les astrocytes et possiblement sur les neurones avoisinants. Bien que les auteurs ne montrent pas
gue c’est bel et bien le cas, le méme groupe a déja montré qu’ACBP ou ODN peut étre sécrété suite a
I"accumulation d’amyloide B (Tokay et al. 2005). Il n’est donc pas déraisonnable de croire qu’ACBP

puisse aussi étre sécrété en réponse a un stress oxydatif.

V.3.6 Comportements liés a I’anxiété

Les altérations de la transmission GABAergique sont étroitement liées a plusieurs troubles
comportementaux comme la dépression et I'anxiété (Crestani et al. 1999, Sanacora et al. 2004,
Craddock et al. 2010). Le récepteur GABA, est le récepteur cible de plusieurs antidépresseurs, dont
les benzodiazépines. ACBP, aussi connu comme DBI pour sa capacité a inhiber la liaison des
benzodiazépines au récepteur GABA,, est donc probablement impliqué, via l'inhibition de la
transmission GABA, dans la modulation de I'anxiété. Dans le cadre de la toute premiere étude sur
ACBP, portant sur son identification et sa caractérisation, il a été suggéré que I'administration ICV de

cette protéine antagonise I'effet anti-conflit du diazépam et élicite un comportement de pro-conflit
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(Guidotti et al. 1983). La plus forte capacité d’ODN a déplacer le diazépam de son récepteur (Ferrero,
Costa, et al. 1986) suggéere qu’il serait la forme active d’ACBP in vivo. L’administration d’'ODN a donc
été plus souvent employée que la protéine compléte dans les études comportementales. Son
administration ICV chez la souris augmente a la fois les comportements agressifs (nombre et intensité
des agressions) que défensif (nombre de morsures recues avant la soumission) (Kavaliers and Hirst
1986). En raison de ses propriétés anxiogéniques, certains groupes ont méme surnommé ODN le
peptide de I'anxiété (Bender and Hertz 1986). L’administration de faibles doses d’ODN augmente les
comportements liés a I'anxiété dans un test de compartiment sombre/clair ou le temps passé dans le
compartiment clair et exposé est un signe de la diminution de I'anxiété. ODN augmente le temps
requis pour explorer le compartiment clair et diminue la durée de la premiéere visite, ce qui est
généralement interprété comme un singe d’anxiété. Cette augmentation du comportement anxieux
est dépendante de I'activation du récepteur GABA, étant donné que son antagoniste, le flumazenil,
atténue I'effet d’ODN. Finalement, I'administration d’'un fragment plus court d’ACBP, le peptide OP,
produit les mémes effets, mais agit plus rapidement qu’ODN, suggérant que le clivage d’ODN en OP
puisse étre une étape requise a I'effet in vivo (De Mateos-Verchere et al. 1998). Le sevrage chez les
patients alcooliques provoque un état d’anxiété qui s’atténue progressivement. On observe des
niveaux sanguins élevés d’ACBP au jour 1 du sevrage chez des patients alcooliques et diminue trois
semaines aprés le début du sevrage (Adinoff et al. 1996). Ceci est en accord avec le réle anxiogéne

d’ACBP et suggéere qu’il est aussi présent chez ’lhomme.

V.3.7 Prise alimentaire

I a déja été suggéré que la modulation de CBR chez les rongeurs est capable d’altérer la
consommation de diete riche en gras. L’activation de ce récepteur entraine une augmentation de la
prise alimentaire tandis que I'administration d’agoniste inverse produit une diminution (Cooper et al.
1985). ACBP et ODN étant considérés comme agonistes inverses de CBR, on s’attendrait a voir un
effet anorexigéne suite a leur administration par ICV chez les rongeurs. En effet, I'administration de
100 ng d’ODN diminue la prise alimentaire chez le rat ainsi que chez la souris (de Mateos-Verchere et
al. 2001, do Rego et al. 2007). De plus, cet effet anorexigene a aussi été démontré dans un modele

animal plus simple comme le poisson rouge (Matsuda et al. 2007). L’anxiété est un facteur connu
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pouvant diminuer la prise alimentaire, étant donné I'activité anxiogene d’ODN, les auteurs ont aussi
administré du diazépam et ont montré que I'effet d’ODN sur la prise alimentaire n’est pas altéré. lls
ont aussi observé que I'administration chronique d’ODN permet de réduire la prise alimentaire ainsi
que le poids corporel de ces souris sur plusieurs jours (de Mateos-Verchere et al. 2001). De plus,
I'utilisation d’antagonistes de CBR, comme le flumazenil, a permis de montrer que |'effet anorexigene
d’ODN n’implique pas ce récepteur, et par conséquent, n’est pas un effet de I'augmentation de
I'anxiété. L'effet d’ODN sur la prise alimentaire serait plutot di a l'activation de son récepteur
métabotropique. L'administration de I'antagoniste du récepteur métabortopique abolit I'effet d’'ODN
sur la prise alimentaire (do Rego et al. 2007). L’inhibition de la prise alimentaire est largement
associée a l'activation des neurones POMC et de la voie de la mélanocortine, I'effet anorexigene
d’ODN pourrait alors étre expliqué par I'activation de la voie anorexigene POMC/a-MSH. L’injection
ICV d’ODN augmente les niveaux d’ARNm de POMC chez la souris ainsi que le poisson rouge.
L'inhibition du récepteur MC4R bloque les effets d’ODN sur la pries alimentaire, ce qui indique que la
voie de signalisation POMC/MC4R est en aval de I'action d’ODN (Compere et al. 2003, Matsuda et al.
2010). Finalement, 'utilisation de I'antagoniste du récepteur métabotropique suggére qu’ODN ou OP
serait lié a I’état basal a son récepteur, il y’aurait donc un tonus endozépinergique sur ce récepteur
(do Rego et al. 2007). Bien qu’il soit suggéré que I'action d’ACBP et/ou d’ODN soit sur les neurones
POMCG, il reste encore a déterminer si ACBP est bel et bien sécrété par les astrocytes in vivo et sur
quelle population de neurones il agit. De plus, le récepteur métabotropique ciblé par ODN reste

encore inconnu.
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Figure 13 : Différents roles connus d’ACBP dans le CNS et les tissus périphériques.

ACBP a plusieurs rbles proposés dans le CNS et dans divers tissus périphériques. ACBP en périphérie
est impliqué dans I'accumulation des LCFA-CoA en les protégeant de I’hydrolyse, dans |'oxydation et
dans I'estérification des LCFA-CoA, ainsi que dans la modulation de I'expression de genes impliquée
dans le métabolisme des lipides. Dans le CNS, ACBP peut étre sécrété puis clivé pour moduler la prise
alimentaire via un récepteur couplé aux protéines G, les comportements liés a I'anxiété via le
récepteur GABA,, ainsi que la synthése des neurostéroides. Abréviations : (ACBP) Acyl-CoA Binding
Protein, (ARNm) Acide ribonucléiqgue messager, (CoA) Coenzyme A, (HNF-4a) Hepatocyte Nuclear
Factor 4o, (LCFA) Acide gras a longue chaine, (ODN) Octadécaneuropeptide, (PL) Phospholipides,
(PPAR) Peroxysome proliferator-activated receptor, (SREBP) Sterol regulatory element-binding
proteins, (TAG) Triglycérides, (TTN) Triakontatétraneuropeptide.
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L'implication d’ACBP dans le métabolisme des acides gras en périphérie est relativement bien
étudiée. Cependant, ces divers roles dans I'oxydation et I'estérification des acides gras au niveau du
CNS restent encore méconnus. L'ensemble des données publiées sur les roles centraux de cette
protéine met I'emphase sur son role en tant que protéine sécrété et agissant sur le récepteur GABA,
et le récepteur métabotropique d’ODN. La possibilité que cette protéine puisse jouer un double role
dans le cerveau, soit en tant que régulatrice du métabolisme intracellulaire des acides gras et en tant
gue protéine sécrétée potentiellement modulant I’activité neuronale, n’a pas encore été étudiée. De
plus, plusieurs aspects de ce potentiel double rble restent encore inconnus. Est-ce qu’ACBP est
impliqué dans le métabolisme intracellulaire astrocytaire des lipides de la méme maniére qu’en
périphérie, quel signal régule la sécrétion d’ACBP in vivo, le métabolisme intracellulaire des acides
gras est-il requis pour cette sécrétion, quelle population neuronale est modulée par cette sécrétion et
via quel type de récepteur? Dans le cadre de cette thése, je vais adresser plusieurs de ces questions
dans le but de mieux comprendre le ou les mécanismes par lesquels les acides gras agissent pour

moduler la prise alimentaire et la balance énergétique.
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Dans un contexte ou le taux d’obésité est en forte hausse, causé en partie par la consommation
excessive de nourriture riche en gras, il est essentiel de mieux comprendre et caractériser les effets
des acides gras, notamment sur la régulation de la prise alimentaire et du métabolisme énergétique.
Plusieurs données suggéerent que les acides gras, particulierement les acides gras insaturés, peuvent
étre détectés au niveau de I'hypothalamus pour moduler la prise alimentaire. De plus, plusieurs
indications suggérent que leur métabolisme intracellulaire, notamment leur accumulation sous forme
d’Acyl-CoA, est un composant important dans leur action sur la régulation de la prise alimentaire et
de I'homéostasie glucidique. Malgré ces différentes données, plusieurs aspects cruciaux de la
détection centrale des acides gras ainsi que de leurs effets sur I’homéostasie énergétiques restent
encore méconnus. Parmi ces aspects non résolus, les mécanismes intracellulaires ainsi que le ou les
différents types cellulaires impliqués dans leur détection ne sont pas identifiés. Ainsi nous proposons
de caractériser le métabolisme des acides gras dans le MBH afin d’identifier le ou les types cellulaires
impliqués, les mécanismes de régulation de leur métabolisme ainsi que leurs effets potentiels sur
I’'homéostasie énergétique in vivo. Ainsi, les travaux réalisés au cours de ma thése peuvent étre
divisés en trois objectifs principaux ayant conduit a la publication de deux articles en co-premiers

auteurs ainsi qu’a la soumission prochaine d’un troisieme en premier auteur.

Etude 1:

Le premier objectif de mes travaux de theése, visant a caractériser la régulation du métabolisme
hypothalamique des acides gras par le glucose, a été abordé dans I'étude 1. Ce premier objectif peut
étre divisé en quatre objectifs : 1) déterminer si le métabolisme des acides gras dans I’hypothalamus
est régulé par le glucose, 2) identifier le mécanisme par lequel le glucose régule le métabolisme des
acides gras et déterminer I'implication de ’AMPK dans cette régulation, 3) identifier le ou les types
cellulaires impliqués dans cette régulation et 4) déterminer si les acides gras saturés (palmitate) ou
insaturés (oléate) sont régulés différemment par le glucose. Pour répondre a ces questions, nous
avons mesuré les taux d’oxydation et d’estérification du palmitate et de I'oléate dans des modéles de

neurones hypothalamiques, d’astrocytes ainsi que des explants hypothalamiques et corticaux.

Etude 2 :

La deuxiéme étude s’inscrit dans la continuité de I'étude 1, dans laquelle nous nous sommes focalisés

sur une protéine potentiellement impliquée dans le métabolisme astrocytaire des acides gras. Ayant
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déterminé dans le cadre de la premiere étude que le métabolisme des acides gras était régulé par le
glucose et que les astrocytes avaient la plus grande capacité a oxyder les acides gras (comparé aux
neurones), nous nous sommes intéressés au métabolisme et a la détection des acides gras dans les
astrocytes. Bien que les mécanismes de la détection des acides gras ne soient pas aussi bien
caractérisés que pour la détection du glucose, un certain consensus se dégage montrant que
I"accumulation intracellulaire sous forme d’Acyl-CoA est essentielle a I'effet anorexigeéne des acides

gras.

En périphérie, les acides gras sont transportés dans la cellule et sont rapidement estérifiés en Acyl-
CoA et se lient a Acyl-CoA Binding Protein ou ACBP qui les stabilise en les protégeant de leur
dégradation par hydrolyse. ACBP peut alors diriger ces Acyl-CoA, principalement les LCFA-CoA, vers
les différentes étapes de leur métabolisme intracellulaire telles que |'oxydation et I'estérification.
Dans le CNS, ACBP est connue en tant que Diazepam Binding Inhibitor ou DBI pour son action
inhibitrice de la liaison des benzodiazépines sur le récepteur GABA, et pour son action anorexigéne.
Malgré les différentes études sur le role d’ACBP/DBI dans le cerveau, aucune donnée n’existe sur son
implication potentielle dans le métabolisme des acides gras dans le cerveau, et particulierement dans
les astrocytes. C'est pour cette raison que nous avons voulu évaluer la possibilité qu’ACBP joue un
double réle dans le CNS, soit dans le métabolisme astrocytaire des acides gras en plus de son réle en

tant que gliotransmetteur pour moduler I'activité neuronale.

Les objectifs de cette deuxieme étude visent donc a 1) caractériser I'expression d’ACBP dans le
cerveau relatif aux types cellulaires dans lequel il est exprimé, 2) évaluer I'implication d’ACBP dans la
modulation du profil intracellulaire des Acyl-CoA, 3) son implication dans le métabolisme
intracellulaire des acides gras, notamment |'oxydation et I'estérification et 4) déterminer si le
métabolisme des acides gras est régulé de facon différentielle par ACBP selon leur saturation. Nous
avons donc mesuré différents paramétres, incluent I'oxydation et |'estérification de différents acides
gras saturés et insaturés, dans des modeéles hypothalamiques et corticaux d’astrocytes primaires et

d’explants provenant de souris ACBP WT et KO.
Etude 3 :

Suite aux données obtenues dans la deuxieme étude, nous avons voulu déterminer si ACBP, via son

double role dans le métabolisme des acides gras insaturés ainsi qu’en tant que protéine sécrétée
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ayant une action anorexigéne, pouvait étre impliqué dans la régulation de la balance énergétique.
Plusieurs études ont établi I'action anorexigene des acides gras insaturés dans I’hypothalamus. De
plus, ODN, le peptide issu du clivage d’ACBP inhibe la prise alimentaire lorsqu’administré par injection
ICV. Par contre, le réle de la protéine endogene dans cette régulation de la prise alimentaire n’est
toujours pas connu. Ceci nous a donc poussés a évaluer, via I'ablation génique astrocyte spécifique, le
role d’ACBP dans la régulation de la prise alimentaire et des dépenses énergétiques ainsi qu’a

explorer le ou les mécanismes par lesquels il agit.

Le but de cette troisieme étude est ainsi de caractériser I'implication d’ACBP in vivo dans la régulation
de la balance énergétique. Pour répondre a cette question, nous allons 1) déterminer si ACBP
astrocytaire est impliqué dans le contréle de la prise alimentaire et la régulation du poids corporel, 2)
déterminer si I’action anorexigene d’ODN implique I'activation des neurones anorexigene POMC et de
la voie de la mélanocortine et 3) clarifier les roles des récepteurs GABA, et du récepteur

métabotropique dans I'activation des neurones POMC par ODN.
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Capsule

Background: Hypothalamic long-chain fatty acids (LCFA) and glucose are critical for energy balance, but
it is not known if their metabolism is coupled.

Results: Glucose regulates hypothalamic metabolism of palmitate via AMP-activated kinase.
Conclusion: Glucose and LCFA metabolism is coupled in a cell-type and LCFA dependent manner.

Significance: This is the first evidence for glucose regulation of LCFA metabolic fate in the hypothalamus.

Abstract

Hypothalamic control of energy balance relies on the detection of circulating nutrients such as glucose
and long-chain fatty acids (LCFA) by the medio-basal hypothalamus (MBH). LCFA metabolism in the MBH
plays a key role in the control of food intake and glucose homeostasis, yet it is not known if glucose
regulates LCFA oxidation and esterification in the MBH and, if so, which hypothalamic cell type(s) and
intracellular signaling mechanisms are involved. The aim of this study is to determine the impact of
glucose on LCFA metabolism, assess the role of AMP-activated Kinase (AMPK) and to establish if changes
in LCFA metabolism and its regulation by glucose vary as a function of the kind of LCFA, cell type and
brain region. We show that glucose inhibits palmitate oxidation via AMPK in hypothalamic neuronal cell
lines, primary hypothalamic astrocyte cultures and MBH slices ex vivo but not in cortical astrocytes and
slice preparations. In contrast, oleate oxidation was not affected by glucose or AMPK inhibition in MBH
slices. In addition, our results show that glucose increases palmitate, but not oleate, esterification into
neutral lipids in neurons and MBH slices but not in hypothalamic astrocytes. These findings reveal for
the first time the metabolic fate of different LCFA in the MBH, demonstrate AMPK-dependent glucose
regulation of LCFA oxidation in both astrocytes and neurons and establish metabolic coupling of glucose

and LCFA as a distinguishing feature of hypothalamic nuclei critical for the control of energy balance.
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Introduction

The hypothalamus controls energy homeostasis by integrating hormonal and nutrient signals such as
long-chain fatty acids (LCFA) and glucose (Morton et al. 2006). The modulation of glucose homeostasis
and food intake by glucose and LCFA relies on the intracellular metabolism of these nutrients.
Esterification and oxidative metabolism of LCFA has been shown to mediate the effects of LCFA on
glucose and energy homeostasis (Cruciani-Guglielmacci et al. 2004, Lam, Pocai, et al. 2005, Pocai et al.
2006, Benani et al. 2007), and the actions of glucose in the brain mainly involve changes in the AMP/ATP
ratio (Jordan et al. 2010). In peripheral tissues, glucose regulates the partitioning of LCFA-CoA between
oxidation and esterification, a process fundamental to glucose regulation of insulin release by the
pancreatic beta cell (Prentki et al. 2013). Despite this knowledge, it is not known if glucose and LCFA
metabolism is coupled in the hypothalamus, nor which cell types and intracellular signalling pathways

are involved.

The coupling of glucose and LCFA metabolism in peripheral tissues is known to require specific glucose-
derived metabolites and enzymes (Ruderman et al. 2003). Intracellular metabolism of glucose inhibits
the activity of a key energy sensing enzyme, AMP-activated kinase (AMPK). Several studies have
established the importance of AMPK in the medio-basal hypothalamus (MBH) in glucose sensing (Claret
et al. 2007, Murphy et al. 2009), action (Yang et al. 2010) and the counterregulatory response to
hypoglycemia (Alquier et al. 2007, McCrimmon et al. 2008). Glucose inhibition of hypothalamic AMPK
leads to the activation of acetyl-CoA carboxylase (ACC), thereby leading to the generation of malonyl-
CoA from glucose-derived acetyl-CoA (Hu et al. 2003, Wolfgang et al. 2007). In peripheral tissues it is
known that malonyl-CoA inhibits LCFA-CoA mitochondrial oxidation via inhibition of carnitine palmitoyl
transferase-1a (CPT-1a), the isoform expressed in the liver, and CPT-1b, the muscle isoform (Ruderman
et al. 2003). In the hypothalamus, CPT-1a and CPT-1c, the brain-specific isoform, are expressed but only
CPT-1a possesses the prototypical mitochondrial acyltransferase activity (Gao, Moran, et al. 2013).
While inhibition of CPT-1a and LCFA-CoA oxidation by malonyl-CoA has been suggested in the brain (Hu
et al. 2005, He et al. 2006, Wolfgang et al. 2007, Andrews et al. 2008, Lopez et al. 2008), this model is
not consistent with the results of some studies showing that increased malonyl-CoA do not affect LCFA-

CoA levels in the hypothalamus (Gao et al. 2007, Gao, Keung, et al. 2011, Gao, Casals, et al. 2013).
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However, LCFA-CoA oxidation rates in response to glucose have never been measured in the

hypothalamus.

Beyond changes in oxidative flux, it is also not known whether or not glucose affects LCFA-CoA
partitioning between oxidation and esterification in the hypothalamus and if this process depends on
AMPK. Hypothalamic neurons (Mountjoy and Rutter 2007) and glia (Guillod-Maximin et al. 2004, Lam,
Gutierrez-Juarez, et al. 2005, Marty et al. 2005, Orellana et al. 2012, Lanfray et al. 2013) are both able to
sense glucose, and the importance of astroglia in central nutrient sensing has been recently emphasized
(Yi et al. 2011). It is unclear if glucose modulation of LCFA-CoA metabolism occurs in neurons and/or
astrocytes and whether or not such a feature distinguishes hypothalamic nuclei from other brain
regions. Finally, it remains to be elucidated if the type of LCFA (carbon chain length and saturation
degree) differentially affects glucose-regulated LCFA metabolism. The goal of the present study was to:
(1) determine whether or not glucose regulates LCFA metabolism in the hypothalamus; (2) establish if
oleate and palmitate metabolism are differentially modulated by glucose; (3) identify the role of AMPK
in glucose-regulated LCFA metabolism, and (4) identify which hypothalamic cell type(s) are involved. To
this end, we have employed combination of in vitro models consisting of hypothalamic neurons,
hypothalamic and cortical astrocytes cultures as well as ex vivo MBH and cortical slices to measure
glucose metabolism, LCFA oxidation and esterification rates in response to glucose and pharmacological

AMPK manipulation.

Experimental procedures

Reagents

Culture media and serum were from Wisent (Canada). Radioactive tracers were from Perkin EImer and
all other reagents were from Sigma (St. Louis, MO), unless otherwise noted. The NPY RIA kit was from

Phoenix Pharmaceuticals (Burlingame, CA).
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Animals

Four to five-week-old male Wistar rats and C57BI/6 mice were purchased from Charles River (Québec,
Canada). Animals were housed 2 per cage on a 12 h light/dark cycle at 21°C with free access to water
and standard diet. All procedures were approved by the Institutional Committee for the Protection of

Animals (CIPA) at the Centre Hospitalier de I’'Université de Montréal.

Neuronal cell lines culture

GT1-7 (generous gift from Dr Pamela Mellon, San Diego, California, USA) and N46 neurons (Cellutions
Biosystems, Toronto, ON, Canada) were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 25 mM glucose and 1% penicillin/streptomycin at
37°Cin 95% 0,-5% CO,. Cells were used at ~70% confluence for every experiment. To assess the effect
of glucose on the expression of esterification enzymes in N46 neurons, cells were starved during 12 h in
DMEM 10% FBS at 1 mM glucose. Then, cells were maintained for 24 h in DMEM 10% FBS with 1 or 15

mM glucose.

Primary astrocytes culture and immunocytochemistry

Primary cultures of hypothalamic and cortical astrocytes were prepared from 1-day-old C57BIl/6 pups
using a protocol adapted from the group of Magistretti (Gavillet et al. 2008). Briefly, after decapitation
the brains were removed, the hypothalami and cortices were dissected and transferred into 6 well
plates containing 2 ml of DMEM. The tissues were dissociated by passing through syringe needles of
decreasing diameter (22G followed by 25G) 6 times. The cells were plated in poly-ornithine-coated T25
flasks and maintained in DMEM containing 25 mM glucose and supplemented with 44 mM NaHCO3, 1%
antibiotic-antimycotic and 10% FBS at 37°C in 95% 0,-5% CO,. Astrocytes were cultured for 14 to 21

days before use (~70% confluence).
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Astrocytes cultured on coverslips were fixed in 4% formalin and blocked in presence of Phosphate-
Buffered Saline (PBS) with 5% Bovine Serum Albumin (BSA) and 0.05% Triton. Cells were then incubated
with a Glial-Fibrillary Acidic Protein (GFAP) primary antibody (1:1000, Dako, Canada) in 5% BSA and
0.05% Triton in PBS overnight at 4°C followed by secondary antibody incubation (1:1000, Alexa Fluor
568, A-11004, Invitrogen, USA) in 0.25 % BSA for 2 h at room temperature. The coverslips were mounted
onto glass slides with Vectashield (Vector Laboratories, USA) containing DAPI (1.5 pg/ml). Cells were

observed with a Zeiss fluorescent microscope.

RNA and real-time quantitative PCR

N46 and GT1-7 neurons and primary astrocytes grown in 6 well plates were rinsed with ice-cold PBS
before  RNA extraction using TRIzol method (Invitrogen). RNA concentration was quantified
spectrophotometrically. 900 ng of total RNA was reverse transcribed by M-MULV reverse transcriptase
(Invitrogen) with random hexamers following the manufacturer’s conditions. The reaction mix was then

diluted 5 fold before use

Quantitative gene expression was measured from 1:10 cDNA dilutions. Real-time PCR was performed
using the QuantiFast SYBR green PCR kit (Qiagen) according to the manufacturer’s guidelines on a
Corbett Rotor-Gene 6000. Data were analyzed using the standard curve method and normalized to 18 S

expression levels. The list and sequence of primers is provided in Table 1.

Hypothalamic and cortical slices

The slice protocol was adapted from a protocol previously described (Kawashima et al. 2012). Following
decapitation, the brain was rapidly removed and immersed in ice-cold cutting solution of the following
composition (in mM): NaH,PO4-H,0, 1.25; KCl, 2.5; MgCl,-6H,0, 7; CaCl,-2H,0, 0.5; NaHCOs;, 28; D-

glucose, 8; L(+)-Ascorbate, 1; Na-Pyruvate, 3; Hepes, 5 and sucrose 200, pH 7.25 and osmolarity 310-320
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mOsM, oxygenated with 95% 02-5% CO2. Four 300 um thick sections containing the hypothalamus
were cut from each rat using a Vibratome while being continuously immersed in ice-cold cutting
solution. The MBH, which includes the arcuate nucleus plus the ventro- and dorso-median
hypothalamus, and the medio-lateral area of the motor and somatosensory cortex were dissected on

each section as previously described (Alquier et al. 2007, Kawashima et al. 2012).

Slices were allowed to recover during 1 h at room temperature in artificial cerebrospinal fluid (aCSF)
containing (in mM): NaCl, 118; KCI, 3; NaH,P0O,-H20, 1.2; MgCl,-6H,0, 1; CaCl,-2H,0, 1.5; Hepes, 5;
NaHCOs, 25; D-glucose 5 and sucrose 15, pH 7.25 and osmolarity 310-320 mOsM, oxygenated with 95 %
0,-5 % CO.. Slices dissected from each hemisphere were pooled together in two distinct incubation
chambers to allow two treatment conditions per animal. Slices were then pre-incubated at 37°C for 30

min in aCSF 1 mM glucose before treatment under constant oxygenation.

For Neuropeptide Y (NPY) secretion in MBH slices, slices were incubated in aCSF 1 mM glucose
containing 0.1 mM palmitate pre-complexed to 0.1% BSA for 1 h 40 min. The media was then collected
and replaced by aCSF 1 mM glucose, 0.1 mM palmitate pre-complexed to 0.1% BSA and 50 mM KClI for
20 min after which the media was collected. NPY radioimmunoassay was performed following the
manufacturer's recommendation. At the end of slice experiments, samples were washed in cold PBS,

frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until subsequent homogenization for protein extraction.

Muscle and liver slices

The soleus muscle and liver were dissected on animals after decapitation. A 500 um thick section of the
liver was cut using a slicing matrix. The entire soleus and the liver section were pre-incubated at 37°C for
30 min in Krebs-Ringer bicarbonate HEPES buffer (KRBH), pH 7.3 supplemented by 0.1% BSA and 1 mM

glucose under constant oxygenation.
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LCFA oxidation in cultured neurons and astrocytes

The measurement of LCFA oxidation in neurons and primary astrocytes cultures was performed using a
protocol adapted from a methodology already described for cultured beta cells (Roduit et al. 2004).
Briefly, cells grown in T25 flasks were starved for 2 h in DMEM 1mM glucose followed by a 30 min pre-
incubation in the same media plus 0.5% fatty acid-free BSA. Cells were then incubated during 2 h in
presence of different glucose concentrations (1, 8 and 15 mM), 0.3 mM palmitate or oleate pre-
complexed to 0.5% BSA, [1-1*C]-Palmitate or [1-}*C]-Oleate (0.1 uCi/ml), £ 200 puM etomoxir, 25 uM
Compound C (CpC, Calbiochem) or 1 mM 5-amino-1-B-D-ribofuranosyl-imidazole-4-carboxamide (AICAR,
Toronto Research Chemicals, Canada). AICAR was dissolved in sterile water. 0.25% DMSO was used as a
vehicle for CpC and 0.25% DMSO was added in all the conditions. The flasks were sealed at the
beginning of the incubation with a stopper containing a filter (Whatman GF/B paper) pre-soaked in 5%
KOH. The incubation was stopped by the injection of 0.2 ml 40% perchloric acid into each flask via a
needle through the cap to acidify the medium and liberate the CO,. After overnight isotopic
equilibration at room temperature, filters were removed and the trapped *C0O2 and *C-Acid Soluble
Products generated by the oxidation of '*C-Palmitate or *C-Oleate were counted to calculate total

palmitate and oleate oxidation. The results were normalized by cell protein content.

Glucose utilization and oxidation in cultured neurons and astrocytes

Neurons and primary astrocytes grown in T25 flasks were starved in DMEM 1mM glucose for 2h and
pre-incubated in DMEM 1 mM glucose containing 0.5% BSA during 30 min as described for LCFA
oxidation. Cells were then incubated in presence of different glucose concentrations (1, 8 and 15mM),
0.3 mM palmitate pre-complexed to 0.5% BSA, D-[U-1*C]-glucose (0.2 uCi/ml) and D-[5-3H]-glucose (0.5
uCi/ml). The reaction was stopped by the addition of 0.2 ml of 40% perchloric acid. *CO2 generated was
counted to estimate glucose oxidation while 3H,0 was counted to estimate glucose utilization. The

results were normalized by cell protein content.
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LCFA oxidation and glucose utilization in brain slices, muscle and liver

Since brain slices have to be constantly oxygenated, *C-labeled oleate and palmitate tracers could not
be used to measure LCFA oxidation via the release of *CO,. Therefore, 3H-tracers were employed to
estimate the amount of 3H,0 generated and released in the media. Cortical and MBH slices were pre-
incubated in aCSF 1 mM glucose containing 0.1 % BSA for 30 min followed by a 2 h incubation with
different concentrations of glucose (0.5, 1, 5, and 10 mM), 0.1 mM palmitate or oleate pre-complexed to
0.13% BSA, [9,10(n)-3H]-palmitate or [9,10(n)-3H]-oleate (2 uCi/ml) or D-[5-3H]-glucose (0.5 uCi/ml)
etomoxir (200 uM) or CpC (25 uM) at 37°C under constant oxygenation with 95 % 0,-5 % CO,. 0.25%
DMSO was used as a vehicle for CpC and 0.25% DMSO was added in all conditions. Palmitate oxidation
was measured in a 500 um thick liver section and the entire soleus muscle in similar conditions except
that incubations were performed in KRBH. For glucose utilization measurements, slices were incubated
at 1 or 10 mM glucose in presence of 0.1 mM palmitate pre-complexed to 0.1% BSA. At the end of the
incubation, the medium was collected and acidified with concentrated HCl (10% of vol). Samples were
placed in scintillation vials containing cold water and were incubated 24 h at 50°C under constant
agitation. After equilibration, 3H,0 was counted to calculate palmitate or oleate oxidation or glucose

utilization. The results were normalized by slice protein content.

LCFA esterification in cells and brain slices

Oleate and palmitate esterification into neutral lipids was measured using *C-labeled tracers and thin
layer chromatography (TLC). Cells (neurons and astrocytes) grown in T25 flasks were starved for 2 h in
DMEM 1 mM glucose followed by a pre-incubation of 30 min in the same media plus 0.5% BSA. Cells
were then incubated during 2 h in presence of different glucose concentrations (1 and 15 mM), 0.3 mM
palmitate or oleate pre-complexed to 0.5% BSA, [1-*C]-Palmitate or [1-1*C]-Oleate (0.1 uCi/ml). MBH
slices were pre-incubated in aCSF 1 mM glucose for 30 min and then incubated during 2 h with different
concentrations of glucose (1 and 10mM), 0.1 mM palmitate or oleate pre-complexed to 0.13% BSA and

[1-1%C]-Palmitate or [1-'*C]-Oleate (2 uCi/ml) at 37°C under constant bubbling with 95 % 0>-5 % CO..
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At the end of the incubation, cells and explants were collected, washed with cold PBS and rapidly frozen
in 0.5 ml (cells) or 0.2 ml (slices) methanol: HCI (100:1) in liquid nitrogen. Total lipids were extracted
using the Folch method. Briefly, samples were homogenized using a pestle and loaded into pre-chilled
glass tubes containing 2 ml chloroform then washed with 0.5 ml methanol and HCl. Water with 0.9%
NaCl was added and samples were vigorously vortexed for 15 sec and centrifuged at 900g during 15 min
at 4°C. After centrifugation, the lower phase (organic) was transferred into pre-chilled glass tubes and
dried under N2. Each sample was suspended in 50 ul chloroform and loaded on the TLC plates
(Whatman). The samples were delivered by small drops and 10 ul of the esterification mix was loaded to
quantify total palmitate or oleate tracer radioactivity. Total lipids were separated using a solvent for
neutral lipids (petroleum ether/ether/acetic acid; 70:30:1) for separation of total phospholipids from
mono-, di- and triacylglycerols. Plates were imaged using a phosphor screen (GE Healthcare) after 9 to
10 days exposure and the signal quantified using a Typhoon scanner (GE Healthcare). Results were

normalized by slice and cell protein content.

Treatment for Western Blot analysis

Western blotting was performed to examine changes in AMPK (Thr 172) and ACC (Ser 79)
phosphorylation in response to glucose, AICAR or CpC in cultured cells or brain slices. Cells were starved
in DMEM 1 mM glucose and incubated during 15 min in DMEM 1 or 15 mM glucose + CpC (25 uM) or
AICAR (1 mM). AICAR was dissolved in sterile water. 0.25% DMSO was used as a vehicle for CpC and
0.25% DMSO was added in all the conditions. Cortical and MBH slices were pre-incubated in aCSF 1 mM
glucose and incubated in aCSF 1 or 10 mM glucose during 15 min. After a wash with cold PBS, samples
were lyzed in ice-cold lysis buffer containing 1M Tris-HCI (pH 7.5), 1M NaCl, 400 mM Na; EDTA, 100 mM
EGTA (pH 7.5), Triton X-100, Sodium Pyrophosphate, 100 mM beta-glycerophosphate, 100 mM NazVO,,
10 mg/ml Leupeptin, supplemented with 1% protease inhibitor cocktail (Cell Signaling), 1 mM PMSF and
aprotonin. Total protein (20ug) was resolved on a 7.5 % acrylamide gel and transferred to a
nitrocellulose membrane (Biorad) blocked with 5% non-fat milk in Tris-buffered saline containing 0.2%
Tween 20 (TBS-T) for 1 h. Blots were then incubated with a P-AMPK or P-ACC primary antibody (1:1000,
Cell Signaling) overnight at 4°C followed by secondary antibody incubation (HRP-goat anti rabbit,

1:10000, Biorad) during 1 h at room temperature. The membranes were then stripped and incubated
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with an AMPK or ACC primary antibody (1:1000, Cell Signaling). Chemiluminescence (Western Lightning,

PerkinElmer Life Sciences) was quantified on scanned films using densitometry.

Statistics

Data are expressed as means + SEM. Intergroup comparisons were performed by one-way ANOVA with
Bonferroni post-tests or by Student’s t-test when comparing two conditions. P < 0.05 was considered

significant.

Results

Glucose and LCFA oxidation are coupled via AMPK in hypothalamic neurons

GT1-7 and N46 hypothalamic neuronal cell lines were chosen for intracellular metabolism studies based
on previous reports demonstrating “glucose-sensing” capacities (Sanz et al. 2007, Madadi et al. 2008,
Beall et al. 2012). GT1-7 neurons mainly express the Agouti-Related Protein (AgRP) neuropeptide while
N46 cells express both AgRP and Neuropeptide Y (NPY) (Fig 1A). Expression of Proopiomelacortin was
extremely low compared to AgRP and NPY. The glucose transporter GLUT2 and glucokinase (GK) were
not detected in GT1-7 and N46 neurons. However, key enzymes involved in malonyl-CoA metabolism
including ACC; Malonyl-CoA decarboxylase (MCD), the malonyl-CoA degrading enzyme; Fatty acid
synthase (FAS) which catalyzes palmitate synthesis from malonyl-CoA; as well as enzymes of LCFA (CPT-
1) and glucose (Pyruvate dehydrogenase) oxidation (Fig 1B) were expressed in GT1-7 and N46 neurons.
Expression levels of CPT-1a were similar in GT1-7 and N46 neurons and were about 2 fold higher than

CPT-1b. CPT-1c was the most abundant CPT-1 isoform in GT1-7 cells.

Palmitate oxidation was measured in response to increasing glucose concentrations in both GT1-7 and
N46 hypothalamic neurons. First, the CPT-1 inhibitor etomoxir significantly decreased palmitate

oxidation by 38% and 70% in GT1-7 and N46 neurons respectively (Fig 2A and D). Second, increasing
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glucose concentrations decreased palmitate oxidation in both hypothalamic cell lines (Fig 2A and D).
However, the effect of glucose was more pronounced in N46 neurons and reached a maximum at 8 mM
glucose compared to GT1-7 cells. To determine whether the effect of glucose was related to differences
in glucose metabolism, its utilization and oxidation were measured in GT1-7 and N46 neurons. Glucose
utilization and oxidation were increased by ~ 2 fold in response to 8 and 15 mM glucose in N46 neurons
(Fig 2E and F). Despite a similar trend, glucose utilization and oxidation were significantly increased by
~1.6 and ~1.4 fold respectively only at 15 mM glucose in GT1-7 neurons (Fig 2B and C). These results
suggest that the higher rate of glucose metabolism in N46 neurons inhibits palmitate oxidation at lower
glucose concentrations when compared to GT1-7 neurons. Altogether, these results show that palmitate

oxidation is decreased in response to glucose in hypothalamic neurons.

To investigate the involvement of AMPK in glucose inhibition of palmitate oxidation, N46 neurons were
treated with or without the AMPK inhibitor, Compound C (CpC, 25uM) at low glucose (ImM) or in
presence or absence of AICAR, the AMPK activator (1 mM), at high glucose (15 mM). Western blot
analysis revealed that AMPK phosphorylation was significantly decreased by CpC and high glucose
compared to low glucose conditions whereas AICAR blocked the effect of high glucose (Fig 2G and H). In
line with the effect on AMPK activity, CpC decreased palmitate oxidation at low glucose while AICAR
prevented glucose inhibition of palmitate oxidation (Fig 2I). These results demonstrate that the
inhibition of palmitate oxidation by glucose is dependent on AMPK activity. The oxidation of the
monounsaturated LCFA oleate was also measured in N46 neurons to assess potential difference
between LCFA. Interestingly, basal oleate oxidation was significantly lower compared to palmitate (9.8 +

0.6 vs. 7.2 £ 0.1 nmol/mg/h, p < 0.01) but was inhibited by glucose similarly to palmitate (Fig 2J).

Glucose inhibits palmitate oxidation via AMPK in hypothalamic but not cortical astrocytes

Astrocytes are the most abundant cells in the central nervous system and are well known to oxidize
LCFA (Edmond 1992). Therefore, we decided to investigate whether glucose regulates LCFA oxidation in

astrocytes and whether there are potential differences in glucose action depending on the nature of the

101



astrocytes. To this end, we developed and validated mouse astrocyte cultures generated from cortices

or hypothalami isolated from newborn mice (P1).

The purity of the culture was assessed by immunocytochemistry using Glial Fibrillary Acidic Protein
(GFAP) as a marker for astrocytes. Our results showed that ~88% of cells in both cortical and
hypothalamic cultures were GFAP positive (Fig 3A). We found that less than 1% of cells were Ibal
positive (microglial marker) and no staining for NeuN (neuronal marker) was observed (data not shown).
The expression profile of key enzymes of LCFA metabolism was assessed in primary astrocytes by gPCR.
GLUT2 and GK mRNA were not detected in astrocytes cultures. CPT-1a and 1c were the main isoforms
expressed in astrocytes with higher CPT-1c levels observed in hypothalamic astrocytes (Fig 3B). CPT-13,
ACC1, MCD, FAS and Pyruvate dehydrogenase (PDHaland a2) expression levels were significantly higher

in cortical vs. hypothalamic astrocytes (Fig 3B).

Palmitate oxidation was measured in response to glucose in hypothalamic and cortical astrocytes as
described for hypothalamic neurons. Oxidation rates were decreased by ~ 75% in response to etomoxir
in both astrocyte cultures (Fig 4A). No differences were observed in basal palmitate oxidation between
hypothalamic and cortical astrocytes. However, palmitate oxidation was inhibited by glucose specifically
in hypothalamic astrocytes (Fig 4A). Interestingly, the differential response to glucose was not related to
differences in glucose utilization and oxidation in hypothalamic vs. cortical astrocytes (Fig 4B and C). To
determine the implication of AMPK in glucose inhibition of palmitate oxidation, cortical and
hypothalamic astrocytes were treated with AICAR in presence of high glucose (15 mM). Western blot
analysis revealed that glucose decreased P-AMPK and P-ACC in hypothalamic astrocytes compared to
low glucose conditions, an effect that was prevented by AICAR (Fig 4D and E). In cortical astrocytes, P-
AMPK and P-ACC levels remained unchanged in response to glucose. In contrast, AICAR increased both
P-AMPK and P-ACC in cortical astrocytes (Fig 4D and E). The inhibitory effect of glucose on palmitate
oxidation was prevented by AICAR treatment in hypothalamic astrocytes whereas AICAR had no effect

on palmitate oxidation in cortical astrocytes (Fig 4F).
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Glucose and palmitate oxidation are coupled in hypothalamic but not cortical slices

The metabolic coupling between glucose and LCFA was investigated in a physiological model of acute
brain slices ex vivo. LCFA oxidation was measured in MBH (consisting of the arcuate nucleus plus the
ventro- and dorso- median-hypothalamus) and cortical slices from male Wistar rats using palmitate and
oleate radioactive tracers. The viability of MBH slices was tested by measuring NPY secretion in response
to KCl after incubation in the oxidation media. KCl induced a ~ 5 fold increase in NPY secretion indicating
that the MBH slices were viable (Fig 5A). Notably, we found that palmitate oxidation rate was
significantly higher in the MBH compared to the liver and soleus muscle (Fig 5B). In addition, palmitate
oxidation in the MBH and cortex was significantly decreased by ~ 90% in response to etomoxir indicating
that palmitate oxidation is mainly CPT-1 dependent (Fig 5C). Interestingly, palmitate oxidation was
significantly decreased in response to glucose in the MBH while oxidation remained unchanged with
increasing glucose concentrations in cortical slices (Fig 5D and E). Glucose utilization was significantly
higher in MBH compared to cortical slices at low glucose (Fig 5F). However, the fold increase in glucose
utilization in response to glucose (~ 2 fold) was similar in both areas. In line with the effect of glucose on
palmitate oxidation in the MBH, we found that phosphorylation of AMPK was significantly decreased by
glucose in the MBH while it remained unchanged in cortical slices (Fig 5G and H). We also investigated
whether glucose affects oleate oxidation in MBH slices. Basal oleate oxidation at 1 mM glucose was
similar to palmitate. However, in contrast to palmitate, glucose had no effect on oleate oxidation (Fig 5I)
suggesting that its oxidation is not regulated by glucose and AMPK. To address this question, palmitate
and oleate oxidation were measured at low glucose with or without CpC. While CpC significantly
decreased palmitate oxidation, oleate oxidation remained unchanged (Fig 5J) supporting the idea that
oleate oxidation is independent on AMPK activity. Importantly, oleate oxidation was not altered by

etomoxir suggesting that its oxidation is CPT-1 independent (Fig 5K).

Glucose increases palmitate but not oleate esterification in N46 neurons and slices

To determine whether inhibition of LCFA oxidation translates into increased LCFA esterification, the

incorporation of LCFA into neutral lipids was measured in N46 neurons, hypothalamic astrocytes

103



cultures and MBH slices. We found that in the three models, palmitate and oleate were mainly esterified
in triacylglycerol (TAG) and phospholipids (PL) (Fig 6). In basal conditions, oleate esterification in TAG
and PL was significantly higher compared to palmitate while its esterification in diacylglycerol (DAG) was
reduced in comparison to palmitate in neurons and slices (Fig 6A and C). Oleate esterification was not
affected by glucose whereas palmitate esterification in DAG and TAG was increased in response to
glucose (Fig 6A and C). Interestingly, glucose did not affect palmitate esterification in hypothalamic

astrocytes (Fig 6B).

In line with increased palmitate esterification in DAG and TAG in response to glucose in neuronal cells,
we found that N46 neurons expressed different isoforms of enzymes involved in TAG biosynthesis
through the glycerol phosphate pathway (Takeuchi and Reue 2009) including glycerol-3-phosphate
acyltransferase 1 (GPAT1) but not GPAT2, 1-acylglycerol-3-phosphate acyltransferase 1 to 8 (AGPAT) and
diacylglycerol acyltransferase 1 and 2 (DGAT). Interestingly, the expression of AGPAT 1, 5, 7 and 8 and

DGAT1 was significantly increased in response to high glucose (Fig 7).

Discussion

The main objectives of this study were to examine whether glucose regulates LCFA intracellular
metabolism via AMPK-dependent mechanisms and assess potential differences in LCFA metabolism and
its regulation by glucose in different brain areas, cell types and for different LCFA. Using complementary
models, we demonstrate for the first time that glucose and palmitate metabolism is coupled in
hypothalamic neuronal cell lines, primary astrocytes and slices. The inhibition of palmitate oxidation by
glucose resulted in increased palmitate esterification into neutral lipids in neurons and MBH slices.
Glucose inhibition of palmitate oxidation in hypothalamic neurons and astrocytes was prevented by
AMPK activation whereas AMPK inhibition decreased palmitate oxidation at low glucose. Taken
together, these results establish the existence of an AMPK-dependent coupling between glucose and

palmitate metabolism in the hypothalamus.
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Importantly, the effect of glucose was specific to the hypothalamus since phosphorylation of AMPK and
palmitate oxidation in cortical astrocyte cultures or slices remained unchanged in response to glucose.
The absence of glucose effect on cortical P-AMPK is in agreement with previous reports showing that
high glucose, hypoglycemia or neuroglucopenia does not modulate AMPK activity in cortical areas
(Minokoshi et al. 2004, Han et al. 2005, Alquier et al. 2007). Interestingly, the lack of response to glucose
was not related to a lower capacity to metabolize glucose since the fold increase in glucose utilization
and oxidation rates in response to glucose were similar in hypothalamic vs. cortical astrocytes and in
MBH vs. cortical slices. This suggests a dissociation between glucose metabolism and AMPK activity that
may involve differences in ATP generation and/or in the expression of the al-AMPK isoform in cortical
vs. hypothalamic regions which is less sensitive to glucose compared to the a2 isoform (Kim et al. 2004,
Minokoshi et al. 2004, Alquier et al. 2007). Although it is difficult to speculate on mRNA levels, there is
also a possibility that the increased expression of FAS and MCD in cortical astrocytes translates into
lower levels of malonyl-CoA generated in response to glucose in cortical vs. hypothalamic astrocytes.
Additional studies aimed at measuring glucose-derived metabolites in astrocytes will be required to

address this hypothesis.

To our knowledge, this is the first report showing that glucose regulates P-AMPK and LCFA oxidation in
primary hypothalamic but not cortical astrocytes suggesting that hypothalamic astrocytes, similarly to
hypothalamic neurons, have glucose sensing properties. These findings are in line with growing
literature showing that hypothalamic glial cells are involved in central glucose sensing and action
(Guillod-Maximin et al. 2004, Lam, Gutierrez-Juarez, et al. 2005, Marty et al. 2005, Orellana et al. 2012,
Lanfray et al. 2013). It is important to mention that we did not observe an increase in palmitate
oxidation in response to AICAR in cortical astrocytes. These results are in contrast with a study by
Blazquez et al. (Blazquez et al. 1999) showing that AICAR increases ketogenesis in cortical astrocytes
suggesting that AMPK activation increases palmitate oxidation. The reason for this discrepancy is
unclear but could involve differences in animal species (rat vs. mouse in the current study), conditions of
culture and treatment and/or the possibility that palmitate oxidation is already maximal at low glucose
and cannot be further enhanced by AICAR in our culture model. This hypothesis is supported by the fact
that despite increased P-AMPK and P-ACC in response to AICAR, palmitate oxidation remained

unchanged in cortical astrocytes.
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Our study also highlights important differences in palmitate oxidation rates between hypothalamic
neurons vs. astrocytes as well as MBH vs. cortical slices. In agreement with previous reports suggesting
that LCFA oxidation in the brain mainly occurs in astrocytes (Edmond et al. 1987, Edmond 1992), we
found that palmitate oxidation is significantly higher in astrocytes compared to GT1-7 and N46 neurons.
Interestingly, despite higher CPT-1a expression level in cortical astrocytes, palmitate oxidation rate was
similar in hypothalamic and cortical astrocytes and was decreased to the same extend by etomoxir
suggesting a similar oxidative capacity at low glucose concentration. In agreement with the literature
(Gao, Moran, et al. 2013), we found that CPT-1a and 1c were the most abundant CPT-1 isoforms
expressed in brain cells. However, the expression of CPT-1c in cultured astrocytes is not consistent with
earlier studies showing a neuronal localization in the adult mouse brain (Dai et al. 2007, Sierra et al.
2008). This discrepancy could be related to the age of the animals used to generate astrocytes (P1)

and/or the culture conditions.

In contrast to CPT-1a, the biochemical function of CPT-1c is not well defined. The initial studies
concluded that CPT-1c did not have the prototypical acyltransferase activity (Price et al. 2002, Wolfgang
et al. 2006) but a later study identified a weak palmitoyl-CoA transferase activity in the endoplasmic
reticulum of neurons (Sierra et al. 2008) suggesting that CPT-1c is not involved in LCFA oxidation. This
hypothesis is supported by recent results showing that CPT-1c promotes ceramide biosynthesis in the
hypothalamus (Gao, Zhu, et al. 2011, Ramirez et al. 2013). These data and the expression profile of CPT-
1 isoforms in our models strongly suggest that LCFA oxidation in hypothalamic cells is mainly dependent

on CPT-1a.

In tissues preparation ex vivo, palmitate oxidation was about 2 and 3 fold higher in the MBH compared
to the liver and soleus muscle respectively. These results are consistent with previous ex vivo studies
showing higher palmitate oxidation rates in hypothalamic areas compared to the liver (Kasser et al.

1985, Beverly and Martin 1991).

In addition, in slices preparation, palmitate oxidation was about 3 fold higher in the MBH compared to
cortical slices suggesting a higher LCFA oxidative capacity. In line with this finding, we observed a similar
difference in palmitate oxidation between MBH and cortical slices obtained from mouse brain (data not

shown). While the reason for this difference is unknown, this could be related to a lower number of
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astrocytes in cortical vs. hypothalamic areas (Emsley and Macklis 2006) and/or differences in the
expression of protein and enzymes involved in LCFA metabolism (LCFA transporters, acyl-CoA synthase
and CPT-1) that may affect LCFA uptake. Nonetheless, our results are consistent with previous reports
showing regional differences in palmitate oxidation and incorporation in rat (Kimes et al. 1983, Beverly
and Martin 1991) or human brain (Karmi et al. 2010) and high level of palmitate incorporation in the
arcuate nucleus compared to non-hypothalamic areas (Kimes et al. 1983) after systemic administration
of radiolabeled palmitate tracers. In addition, in agreement with the former study in vivo (Kimes et al.
1983), we found here that palmitate oxidation rate in MBH and cortical slices was proportional to the

rate of glucose utilization.

One limitation of our study is that malonyl-CoA levels were not measured in the different models in
response to glucose. However, the decreased AMPK phosphorylation (in N46, hypothalamic astrocytes
and slices) and the concomitant decrease in ACC phosphorylation in GT1-7 neurons (data not shown)
and hypothalamic astrocytes in response to glucose strongly support that inhibition of palmitate

oxidation is mediated via inhibition of CPT-1 by malonyl-CoA.

The degree of saturation and carbon chain length of LCFA are known to affect their metabolic fate, thus
we hypothesized that oleate metabolism might be different compared to palmitate. In N46 neurons, we
found that oleate oxidation at low glucose was significantly lower than palmitate oxidation. However,
oleate oxidation was inhibited by glucose similarly to palmitate. These findings were not replicated in
MBH slices where basal oleate oxidation was similar to palmitate oxidation and remained unchanged in
response to glucose suggesting that oleate oxidation is not regulated by glucose and AMPK in MBH
slices. This hypothesis was confirmed by experiments showing that palmitate but not oleate oxidation
was significantly decreased by CpC in MBH slices. Importantly, oleate oxidation remained unchanged in
response to CPT-1 inhibition by etomoxir. This strongly suggest that palmitate oxidation is mainly
mitochondrial and CPT-1 dependent while oleate is preferentially oxidized in peroxisomes where
oxidation is CPT-1 independent (Islinger et al. 2012) and therefore not altered by changes in glucose

concentration or AMPK activity.
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All together our results demonstrate that palmitate oxidation rate is inhibited by glucose in all the
models tested whereas oleate oxidation was not affected by glucose in slices. To get further insights on
the effect of glucose on LCFA partitioning, we measured LCFA esterification into neutral lipids. Our
results show that oleate esterification into neutral lipids was not significantly affected by glucose. In
contrast, glucose increased palmitate esterification into DAG and TAG in both N46 neurons and slices as
well as esterification into PL in cultured neurons. In agreement with these results, we found several
isoforms of enzymes involved in DAG and TAG biosynthesis expressed in N46 neurons and up regulated
in response to glucose as previously described in adipocytes and hepatocytes (Meegalla et al. 2002,

Coleman and Lee 2004).

In hypothalamic astrocytes, despite a trend towards increased palmitate esterification into DAG in
response to glucose (p=0.07), MAG, TAG and PL remained unchanged. Interestingly, GPAT1 and all the
AGPAT and DGAT isoforms detected in N46 neurons were also expressed in hypothalamic astrocytes
(data not shown) suggesting that the lack of glucose effect on DAG and TAG esterification in astrocytes is

not related to differences in enzyme expression.

Combined with results showing high palmitate oxidation rates in astrocytes, this suggests that LCFA
metabolism is mainly channelled towards mitochondrial oxidation in astrocytes. However, since it was
not measured, we cannot rule out that oleate esterification and/or oxidation is differently regulated by

glucose when compared to palmitate in astrocytes.

Our findings demonstrate that glucose-induced LCFA esterification is dependent on both LCFA and cell
type. To our knowledge, this is the first study showing that glucose acutely increases LCFA esterification
into DAG and TAG in hypothalamic neurons and slices. This suggests that chronic hyperglycemia and/or
hyperlipidemia could lead to accumulation of lipids that may have deleterious effect on insulin
sensitivity. This hypothesis is supported by recent studies showing that high-fat feeding increases
hypothalamic DAG and TAG content in mice (Borg et al. 2012) and that palmitate induces insulin
resistance in the arcuate nucleus (Benoit et al. 2009) and in N44 hypothalamic neurons (Mayer and
Belsham 2010). Interestingly, activation of AMPK by AICAR prevented the deleterious effect of palmitate
on insulin signalling in N44 neurons (Sierra et al. 2008). In light of our findings in a similar neuronal cell

line, it is tempting to speculate that AMPK activation might increase palmitate oxidation while inhibiting
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intracellular accumulation of lipid thereby protecting neurons from palmitate-induced lipotoxicity as

already demonstrated in pancreatic beta cells (El-Assaad et al. 2003).

An important question related to our ex vivo results in slices is whether they are representative of in
vivo conditions. The range of glucose concentration was chosen based on extracellular brain glucose
concentrations measured in vivo, from 0.5 mM in hypoglycemic conditions to ~5 mM in the postprandial
state (Routh 2002), and on previous electrophysiology reports studying glucose sensing on brain slices
(Fioramonti et al. 2004, Wang et al. 2006). Therefore we believe that the results described in slices may
reflect in vivo conditions. In contrast to glucose, extracellular concentrations of LCFA in the brain are
unknown. Thus, LCFA concentrations were chosen within the physiological range of circulating LCFA
levels (0.1 mM). Importantly, LCFA were always pre-complexed to albumin with a LCFA/albumin molar
ratio of 1 to 5. Nonetheless, this concentration might be higher compared to central LCFA level and

therefore have confounding effect on intracellular metabolism.

Taken together, our findings have important implications. First, they suggest that the dissociation
observed between AMPK, malonyl-CoA and LCFA-CoA levels in previous reports (Gao et al. 2007, Gao,
Keung, et al. 2011, Gao, Casals, et al. 2013) might be explained by differences in LCFA-CoA metabolism
in neurons versus astrocytes and/or differences in the type of LCFA. In line with this idea, it was shown
that central leptin administration increases palmitoyl-CoA level without affecting oleyl-CoA level in the
paraventricular nucleus of the hypothalamus (Gao et al. 2007). In addition, they suggest that the
previously described effect of malonly-CoA decarboxylase (MCD) overexpression in the MBH, the
malonyl-CoA degrading enzyme, leading to increased food intake and adiposity (Hu et al. 2005, He et al.
2006) may involve modulation of malonyl-CoA and LCFA-CoA oxidation in astrocytes and/or neurons.
Our data showing a high LCFA oxidative capacity in astrocyte cultures compared to neurons support the
idea of a cellular coupling between astrocytes and neurons or the so called “metabolic-sensing unit”
according to which changes in LCFA oxidation in astrocytes may generate metabolic signals such as
ketone bodies that in turn modulate MBH neurons activity (Levin et al. 2011). Clearly, further
investigations aimed at modulating MCD or CPT-1 activity specifically in neuronal subpopulations or
astrocytes are required to assess their respective contribution in LCFA metabolism and action in the

MBH in vivo.
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Second, they support the concept that central LCFA action and sensing is dependent on the nutritional
status and/or glucose concentrations. Indeed, central LCFA anorexigenic action and capacity to decrease
glucose production are lost after three days of overfeeding (Morgan et al. 2004, Pocai et al. 2006). At
the cellular level, studies have established that the effect of oleate on neuronal activity is dependent on
extracellular glucose concentrations in primary culture of ventro-medial nucleus neurons (Le Foll et al.
2009) and in arcuate neurons in brain slices (Wang et al. 2006). However, in the current study, glucose
did not affect oleate oxidation and esterification in MBH slices suggesting that the effect of glucose on
oleate action is independent of a metabolic coupling between glucose and oleate. In agreement with
this idea, etomoxir had a minor effect on oleate-induced calcium mobilization in ventro-medial nucleus
neurons (Le Foll et al. 2009). Thus, how glucose affects oleate-sensing in MBH neurons is still unclear
and further studies are needed to assess whether glucose modulates LCFA metabolism and action in the

MBH.

Third, our results provide a metabolic basis for the different effect of centrally administered LCFA on
feeding (Obici et al. 2002, Schwinkendorf et al. 2010). Indeed, oleate but not palmitate has an anorectic
action making it tempting to speculate that such differences could be related to the difference between

palmitate and oleate metabolism observed in our study.

To summarize, this is the first study investigating the partitioning of saturated (palmitate) and
monounsaturated (oleate) LCFA between oxidation and esterification in response to glucose in the MBH.
Our results demonstrate that glucose regulates palmitate metabolism via AMPK in hypothalamic but not
cortical areas. In contrast, the metabolism of the monounsaturated LCFA oleate was not responsive to
glucose suggesting that the metabolic coupling is dependent on the type of LCFA. Finally, they support
the role of hypothalamic astrocytes in central glucose and LCFA action. Further studies are needed to
determine the functional role of the metabolic coupling between glucose and LCFA in the control of

energy balance by the hypothalamus and in the etiology of obesity and type 2 diabet
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Figure legends

Figure 1: Neuropeptides and metabolic enzymes expression profiles in GT1-7 and N46 hypothalamic
neurons. Neuropeptides (A) and enzymes (B) expression was determined by gPCR and mRNA levels
were normalized to 18S levels. Agouti-related Protein (AgRP), Neuropeptide Y (NPY),
proopiomelacortin (POMC), carnitine-palmitoyl transferase 1 (CPT-1), Acetyl-CoA carboxylase (ACC),
Fatty acid synthase (FAS), Malonyl-CoA decarboxylase (MCD), Pyruvate dehydrogenase 1 (PDH1).
Results are shown as means + SEM. N= 3 to 5 performed in duplicate. Statistical analyses were
performed with one-way ANOVA with Bonferroni post-tests. *, ** and ***, p < 0.05, 0.01 and 0.001

respectively.

Figure 2: Glucose inhibits LCFA oxidation via AMPK in hypothalamic neuronal cell lines. Palmitate
oxidation (A), glucose utilization (B) and oxidation (C) in response to increasing glucose
concentrations or etomoxir (200 uM) in GT1-7 neurons. Palmitate oxidation (D), glucose utilization (E)
and oxidation (F) in response to increasing glucose concentrations or etomoxir (200 uM) in N46
neurons. Western blot (G), quantitation of Thrl72 Phospho-AMPK levels (H) and palmitate oxidation
(I) in N46 neurons treated with glucose + Compound C (CpC, 25 puM) or AICAR (1 mM). Oleate
oxidation (J) in response to glucose in N46 neurons. Results are shown as means + SEM. N=3 to 6
independent experiments with each condition performed in duplicate for intracellular metabolism
measurements. N= 3-4 independent experiments for western blot analyses. Statistical analyses were
performed with one-way ANOVA with Bonferroni post-tests except for oleate oxidation (unpaired
Student t-test). *, ** and ***, p < 0.05, 0.01 and 0.001 respectively vs. 1ImM Glucose. ##, p < 0.01 vs.

15 mM glucose.

Figure 3: Glial Fibrillary Acidic Protein and metabolic enzymes expression profiles in hypothalamic
and cortical astrocytes. Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) and DAPI immunostaining (A) in cortical
(left) and hypothalamic (right) astrocytes. (B) Enzymes expression was determined by gPCR and

mMRNA levels were normalized to 18S levels. Carnitine-palmitoyl transferase 1 (CPT-1), Acetyl-CoA
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carboxylase (ACC), Fatty acid synthase (FAS), Malonyl-CoA decarboxylase (MCD), Pyruvate
dehydrogenase 1 (PDH1). Results are shown as means + SEM. N= 5 performed in duplicate. Statistical
analyses were performed with one-way ANOVA with Bonferroni post-tests. *, ** and ***, p < 0.05,

0.01 and 0.001 respectively. ###, p < 0.001 vs. CPT-1a and 1b.

Figure 4: Glucose decreases palmitate oxidation via AMPK in hypothalamic but not cortical
astrocytes. Palmitate oxidation (A), glucose utilization (B) and oxidation (C) in response to glucose or
etomoxir (200 uM) in hypothalamic and cortical astrocyte cultures. Western blot (D) and quantitation
of Thrl72 P-AMPK and Ser79 P-ACC levels (E) in hypothalamic and cortical astrocytes. Palmitate
oxidation (F) in response to glucose + AICAR (1 mM) in hypothalamic and cortical astrocytes. Results
are shown as means + SEM. N= 4 to 7 independent experiments with each condition performed in
duplicate for intracellular metabolism measurements. N= 3 independent experiment for western blot
analyses. Statistical analyses were performed with one-way ANOVA with Bonferroni post-tests. *, **

and *** p <0.05, 0.01 and 0.001 respectively vs. 1ImM Glucose.

Figure 5: Glucose inhibits palmitate but not oleate oxidation in hypothalamic slices. Basal and KCl-
stimulated NPY secretion in MBH slices (A). Palmitate oxidation (B) in MBH slices and peripheral
tissues. Palmitate oxidation (C) in MBH and cortical slices + etomoxir (200 uM). Palmitate oxidation in
MBH (D) and cortical (E) slices in response to increasing concentrations of glucose. Glucose utilization
(F) in MBH and cortical slices. Western blot (G) and quantitation of Thr172 Phospho-AMPK levels (H)
in response to glucose in MBH and cortical slices. Oleate oxidation () in response to glucose in MBH
slices. Palmitate and oleate oxidation (J) in MBH slices at 1 mM glucose treated or not with
Compound C (CpC, 25 uM). Oleate oxidation (K) in MBH slices at 1 mM glucose + etomoxir (200 uM).
Results are shown as means + SEM. N= 4-5 per condition for western blots, 5-6 per condition for
glucose utilization and 8-14 animals per condition for palmitate and oleate oxidation. Statistical
analyses were performed with one-way ANOVA with Bonferroni post-tests except for oleate oxidation
and quantitation of AMPK phosphorylation (unpaired Student t-test). *, ** and ***, p < 0.05, 0.01 and
0.001 respectively vs. 0.5, 1ImM Glucose or vehicle. $S, p < 0.01 vs. MBH.
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Figure 6: Glucose regulation of hypothalamic LCFA esterification into neutral lipids. LCFA
esterification into Monoacylglycerol, MAG; diacylglycerol, DAG; triacylglycerol, TAG; non-esterified
fatty acid, NEFA and phospholipids, PL. Esterification of palmitate and/or oleate in N46 neurons (A),
hypothalamic astrocytes (B) and MBH slices (C) in response to glucose. Results are shown as means *
SEM. N= 4 to 6 independent experiments with each condition performed in duplicate for
esterification in cultured cells and N=11 to 14 animals per condition for esterification in slices.
Statistical analyses were performed with one-way ANOVA with Bonferroni post-tests. * and ***, p <
0.05 and 0.001 respectively vs. ImM Glucose. $, $$ and $SS$, p < 0.05, 0.01 and 0.001 respectively vs.

Palmitate.

Figure 7: Glucose increases the expression of esterification enzymes in N46 neurons. Gene
expression was determined by gqPCR in N46 neurons following 24 h exposure to 1 or 15 mM glucose.
MRNA levels were normalized to 18S levels. Glycerol-3-phosphate acyltransferase (GPAT), 1-
acylglycerol-3-phosphate acyltransferase (AGPAT) and diacylglycerol acyltransferase (DGAT). Results
presented are means + SEM from 3 separate studies performed in duplicate. Statistical analyses were

performed with unpaired Student t-test. * and ***, p < 0.05 and 0.001 respectively vs. 1mM Glucose.
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TABLE 1 Primers used for real-time quantitative PCR

Gene
NPY

AgRP
POMC
Cpt-la
Cpt-1b
Cptl-c
Accl
Acc2
Fasn
Mcd
Gk
Glut2
Pdhal
Pdha2
Dgatl
Dgat2
Gpatl
Gpat2
Agpatl
Agpat2
Agpat3
Agpatd
Agpat5
Agpat6
Agpat7
Agpat8

Forward
ctecgctctgegacactaca
tgctactgccgcttcttcaa
aggcctgacacgtggaagat
gaggaccctgaggcatctat
ccggaaaggtatggccactt
tccgatggggceagaagtaga
atgtccgcactgactgtaacc
tctgatgaggaccctagtgc
gtgatagccggtatgtcggg
agaagatcagcgagtgtgagg
atcttctgttccacggagagg
ccaggtccaatcccttggtt
accagagaggatgggctcaa
atcagcaacaacctcagcaat
ggatctgaggtgccatcgtc
catcatcgtggtgggaggtg
cggaactgaactggagaagtg
aagactgagccggceatgttc
gacagagatacagccagecg
tacgccaaggtcggtctcta
aggaaaacacctgtccacgg
gtgcttgcgagatgttgtcc
accggggtccagatattgct
ctactacgccatggtgggac

cccggcegtactcaaagttct

gcggtgtcagaatcatggtg

Reverse
aatcagtgtctcagggctgga
ctttgcccaaacaacatcca
aggcaccagctccacacat
gaatgctctgcgtttatgcc
gaagaaaatgcctgtcgccc
agtcattccagacacgccag
tccatagccgacttccatage
acatgctgggcctcatagtag
tagagcccagccttccatct
agtcagagccacatgcagaac
gatgttaaggatctgccttcg
cccaaggaagtccgcaatgt
aggcttcctgaccatcacac
ggttctggatcagtcgtagca
atcagcatcaccacacacca
tgggaaccagatcagctccat
gatgaattgctggtgctcctt
gtgacaggaccacacccttt
gctccattctggtcacctca
accagctgatgatgctcatgt
actgagaacagccgtccaag
atggggatcctccgaacgta
gcatgtccgcaacaatccag
ggtggcgatctttcacctca

ttggcataaagggtggggtc
cggctgctaatccagcgata
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FIGURE 3
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Abstract

Acyl-CoA-binding protein (ACBP) is a ubiquitously expressed protein that binds intracellular acyl-CoA
esters. Several studies have suggested that ACBP acts as an acyl-CoA pool former and regulates long-
chain fatty acids (LCFA) metabolism in peripheral tissues. In the brain, ACBP is known as Diazepam-
Binding Inhibitor, a secreted peptide acting as an allosteric modulator of the GABAA receptor.
However, its role in central LCFA metabolism remains unknown. In the present study, we investigated
ACBP cellular expression, ACBP regulation of LCFA intracellular metabolism, FA profile, and FA
metabolism-related gene expression using ACBP-deficient and control mice. ACBP was mainly found
in astrocytes with high expression levels in the mediobasal hypothalamus. We demonstrate that ACBP
deficiency alters the central LCFA-CoA profile and impairs unsaturated (oleate, linolenate) but not
saturated (palmitate, stearate) LCFA metabolic fluxes in hypothalamic slices and astrocyte cultures. In
addition, lack of ACBP differently affects the expression of genes involved in FA metabolism in cortical
versus hypothalamic astrocytes. Finally, ACBP deficiency increases FA content and impairs their
release in response to palmitate in hypothalamic astrocytes. Collectively, these findings reveal for the

first time that central ACBP acts as a regulator of LCFA intracellular metabolism in astrocytes.

Introduction

The neural regulation of energy homeostasis mainly relies on the hypothalamus and its capacity to
detect circulating nutritional signals such as glucose and long-chain fatty acids (LCFA) (Morton et al.

2006). Hypothalamic action of LCFA to modulate glucose homeostasis and food intake is dependent
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on LCFA esterification in LCFA-CoA but the metabolic pathways and cell type(s) involved remain

elusive (Lam et al. 2009).

Once transported into the cell, LCFA are esterified in LCFA-CoA and bound to acyl-CoA-binding protein
(ACBP), a highly conserved 10 kDa protein (Burton et al. 2005). ACBP is ubiquitously expressed, with
high expression levels in tissues with an active lipid metabolism such as the liver and adipose tissues
(Faergeman et al. 2007), and has a high affinity and specificity for medium to LCFA-CoAs (Rosendal et
al. 1993). In agreement with its biochemical properties, ACBP deficiency decreases the intracellular
LCFA-CoA pool while ACBP over-expression has the opposite effect in yeast (Knudsen et al. 1994) and
mouse (Huang et al. 2005). In addition, gain- and loss-of-function studies have shown that ACBP is
required for LCFA esterification into triglycerides and phospholipids (PL) (Gaigg et al. 2001; Huang et
al. 2005; Elle et al. 2011) and oxidation (Harris et al. 2014). Furthermore, functional loss of ACBP
decreases very long-chain FA (VLCFA) content, suggesting that ACBP regulates LCFA elongation and
hence VLCFA levels (Gaigg et al. 2001; Bloksgaard et al. 2012; Neess et al. 2013). Finally, ACBP null
mice have a delayed metabolic adaptation to weaning and impaired epidermal barrier because of
altered lipid composition in the skin stratum corneum (Neess et al. 2011, 2013; Bloksgaard et al.
2012). Collectively, these studies support a key role for ACBP in LCFA-CoA pool formation and

metabolism in peripheral tissues.

ACBP is also found throughout the brain with high expression levels in several regions including the
hypothalamus (Malagon et al. 1993). Interestingly, ACBP is known in neurosciences as diazepam-
binding inhibitor (DBI) for its ability to inhibit the binding of diazepam on the benzodiazepine receptor
of the GABA, receptor complex (Guidotti et al. 1983). For this reason, ACBP and its proteolytic

peptide products, including the octadecaneuropeptide, are termed endozepines.

At the cellular level, ACBP expression has been reported in neurons (Alho et al. 1985) and glial cells
(Lanfray et al. 2013) and its secretion is induced by several stimuli in cultured astrocytes (Tokay et al.

2008; Loomis et al. 2010). ACBP and its fragments stimulate neurosteroids synthesis (Do Rego et al.
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2012) and neurogenesis (Alfonso et al. 2012) by acting as negative allosteric modulators of the GABAx
receptor. In addition, central administration of octadecaneuropeptide induces anxiety, proconflict
behavior (Guidotti et al. 1983), and inhibits feeding (Lanfray et al. 2013). Together, these studies and
others (Christian and Huguenard 2013; Christian et al. 2013) suggest that endozepines act as
gliotransmitter-modulating neuronal activity by targeting GABAa. Despite this knowledge, whether or
not endogenously expressed ACBP regulates LCFA-CoA levels and metabolic fate in the brain and

astrocytes remains unknown.

Importantly, astrocytes are known to be the main cell type metabolizing LCFA in the brain (Guzman
and Blazquez 2001) and to generate and release unsaturated LCFA (oleate) and polyunsaturated FA
(PUFA, arachidonate, and docosahexaenoate) that play important roles in central nervous system
function (Moore 2001; Tabernero et al. 2001; Camargo et al. 2009). In addition, a mounting body of
evidence suggests that hypothalamic astrocytes play a key role in the regulation of energy balance by
detecting circulating metabolic signals (Chowen et al. 2013) including LCFA (Le Foll et al. 2014). We
recently showed high LCFA oxidative capacity in hypothalamic astrocytes and a glucose-dependent
regulation of LCFA oxidation in hypothalamic but not cortical astrocytes (Taib et al. 2013). This
supports the idea that hypothalamic astrocytes are metabolically equipped to sense nutrients and

that ACBP may play a role in LCFA sensing by regulating their metabolism in astrocytes.

Thus, the goal of the present study was to determine whether or not ACBP regulates LCFA
metabolism in hypothalamic and non-hypothalamic regions and cultured astrocytes. To this end, we
used a combination of cultured astrocytes and hypothalamic slices derived from ACBP-deficient and
control mice to measure LCFA-CoA levels, LCFA partitioning between oxidation and esterification as

well as FA profile.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents

Culture media and serum were from Wisent (Saint-Jean-Baptiste, QC, CA). Radioactive tracers were
from PerkinElmer Life Sciences (Waltham, MA, USA) and all other reagents were from Sigma (St Louis,

MO, USA) unless otherwise noted.

Animals

ACBP homozygous knockout (KO) mice were kindly donated by Dr Susanne Mandrup (Neess et al.
2011) from University of Southern Denmark (Odense, Denmark). Animals were housed two per cage
on a 12-h light/dark cycle at 21°C with free access to water and standard chow diet. All procedures
were approved by the Institutional Committee for the Protection of Animals (CIPA) at the Centre
Hospitalier de I'Université de Montréal. ACBP heterozygous knockout (Het) mice were crossed to
generate ACBP wild-type (WT), Het and homozygous knockout (KO) animals. For primary astrocyte
cultures, 1- to 2-day-old pups were genotyped from tail clippings. For brain slices and acyl-CoA
measurement, mice were genotyped by PCR at weaning as described previously (Bloksgaard et al.

2012).

Immunohistochemistry

Male mice were perfused intracardially with 4% formaldehyde under anesthesia. The brains were
post-fixed in 4% formaldehyde, cryopreserved in 20% sucrose, and cut into 14 um serial sections with
a cryostat. Sections were blocked and incubated with primary antibodies overnight at 4°C followed by

incubation for 1 h at 22°C with secondary antibodies. Sections were mounted and imaged with a Zeiss
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fluorescent microscope (Carl Zeiss AG, Jena, Germany). Primary antibodies used were anti-ACBP (1 :
100; kind gift from Dr Mandrup), anti- glial fibrillary acidic protein (GFAP, Mab360, 1 : 100; Millipore
Corporation, Bedford, MA, USA) and anti-NeuN (Mab377, 1 : 100; Millipore). Secondary antibodies
were Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit IgG and Alexa Fluor® 546 Goat Anti-Mouse IgG (1 : 150; Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA).

Immunocytochemistry on cultured astrocytes was performed as previously described (Taib et al.
2013). Briefly, after fixation in 4% formalin and blocking with 5% bovine serum albumin (BSA) and
0.05% Triton, astrocytes were incubated with the anti-GFAP (1 : 1000) and anti-ACBP (1 : 1000)
antibodies in 5% BSA and 0.05% Triton overnight at 4°C followed by secondary antibody incubation (1
: 1000, Alexa Fluor® 568, A-11004; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The coverslips were mounted onto
glass slides with Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) containing 4',6-diamidino-2-
phenylindole DAPI (1.5 pug/mL). Cells were observed with a Zeiss fluorescent microscope. Our cortical

and hypothalamic cultures contain ~ 90% of GFAP-positive cells (Taib et al. 2013).

Primary astrocyte cultures

Primary cultures of hypothalamic and cortical astrocytes were prepared from 1- to 2-day-old ACBP
WT, Het, and KO pups as previously described (Taib et al. 2013). Briefly, after decapitation and brain
removal, hypothalami and cortices were dissected and mechanically dissociated by passing through
syringe needles of decreasing diameter. The cells were plated in poly-l-ornithine-coated six-well
plates or T25 and T12.5 flasks and maintained in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)
containing 25 mm glucose and supplemented with 44 mm NaHCO3, 1% antibiotic-antimycotic, and
10% FBS (Fetal Bovine Serum) at 37°C in 95% 02, 5% CO2. Astrocytes were cultured for 14-20 days

before use (at ~ 70% confluence).
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Western blot analysis

Total protein (25 pg) from ACBP WT, Het, and KO mice was resolved on a 12.5% acrylamide gel and
transferred to a polyvinylidene difluoride membrane (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
blocked with 5% non-fat milk in Tris-buffered saline containing 0.2% Tween 20 for 1 h. Blots were
then incubated with an ACBP primary antibody (1 : 1000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA) or Actin primary antibody (1 : 200 000) overnight at 4°C followed by secondary antibody
incubation horseradish peroxidase-donkey anti-goat (1 : 10 000; Santa Cruz Biotechnology) or goat
anti-mouse (1 : 10 000; Bio-Rad) for 2 h at 22°C. Chemiluminescence (Western Lightning, PerkinElmer

Life Sciences) was quantified on scanned films using densitometry.

Brain LCFA-CoA levels

LCFA-CoA analysis was performed by HPLC as previously described (Just et al. 2006). Hypothalami and
cortices were rapidly dissected from ACBP WT and KO fed mice (4-5 weeks old) at the onset of the
light cycle and immediately frozen. Heptadecanoyl-CoA (5-8 pmol/mg of tissue) internal standard
was added prior to addition of chloroform/methanol (2 : 1). Tissue was then homogenized with an
Ultra-turrax homogenizer. Chloroform and H20 were added and vortexed. After centrifugation, the
interphase was recovered and dried under a stream of N2. The LCFA—CoA were further extracted and
derivatized to fluorescent acyl-etheno-CoA esters using 0.5 M chloroacetoaldehyde, 0.5% sodium
dodecyl sulfate, 0.15 M citrate, pH 4 (200 pL). Acyl-CoA derivatives were separated and analyzed by
reverse phase HPLC (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) equipped with a 5-pum LUNA C18 column and a C18
guard column (both from Phenomenex, Torrance, CA, USA) maintained at 40°C. LCFA-CoA were
eluted with a constant flow of 0.4 mL/min using solvent A (80% acetonitrile, 20% 20 mM
ammoniumacetate) and solvent B (95% 20 mM ammoniumacetate, 5% acetonitrile) with the same
gradient as described in (Just et al. 2006). Peaks were detected and quantified relatively to the

internal heptadecanoyl-CoA standard using the same parameters used in (Just et al. 2006).
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Identification of individual LCFA—CoA was performed using standard LCFA—CoA mixtures derivatized

as above-mentioned. The detection level of our methods was 0.5 pmol acyl-CoA/mg protein.

Determination of fatty acid profile in astrocytes

Intracellular free medium-chain fatty acids (MCFA) and LCFA levels as well as MCFA and LCFA released
into the incubation media by hypothalamic astrocytes were quantified using HPLC. Hypothalamic
astrocytes grown in six-well plates were washed with Krebs-Ringer bicarbonate HEPES (pH 7.4) and
cultured during 2 h with Krebs-Ringer bicarbonate HEPES containing 15 mM glucose with 0.5% FA-
free BSA or 0.3 mM palmitate complexed to 0.5% FA-free BSA. Cultures were washed with cold
phosphate-buffered saline (PBS) prior to MCFA and LCFA extraction. Extraction and HPLC
measurements were performed as previously described (Zhao et al. 2014). Briefly, FA accumulated in
the cells and released into the medium were extracted by Dole—Meinertz extraction procedure
(Puttmann et al. 1993). The dried FA were derivatized with phenacylbromide and quantified by
reverse phase HPLC using a Zorbax Eclipse plus XDB analytical C18 column (4.6.250 mm; 5 um; Agilent
Technology, Santa Clara, CA, USA). FA were eluted using methanol/water (92.5 : 7.5) at a flow rate of
1.5 mL/min and detected at 242 and 254 nm and quantified by the internal standard method. This
setup did not allow us to discriminate the signal corresponding to linoleate (C18:2) from

docosahexaenoate (C22:6). Results were normalized by cell protein content.

Hypothalamic slices

Hypothalamic slices were generated from ACBP WT and KO mice using modification of a protocol
previously used to generate brain slices from rat (Taib et al. 2013). Briefly, brains were rapidly
removed and immersed in ice-cold cutting solution. Three 300-um-thick sections containing the
hypothalamus were cut from each mouse using a Vibratome (Leica Biosystems, Buffalo Grove, IL,

USA) while being continuously immersed and oxygenated in ice-cold cutting solution. The mediobasal
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hypothalamus (MBH), which includes the arcuate nucleus and the ventro- and dorso-median
hypothalamus, was dissected on each section as previously described (Taib et al. 2013). MBH slices
were allowed to recover for 1 h at 22°C in artificial cerebrospinal fluid (aCSF). Then, slices were pre-
incubated at 37°C for 30 min in aCSF containing 1 mM glucose before treatment under constant

oxygenation.

Oleate transport in astrocytes

Oleate uptake was assessed using radiolabeled oleate. Hypothalamic astrocytes were serum starved
during 2 h in DMEM containing 1 mM glucose followed by a 30-min pre-incubation in the same media
plus 0.5% FA-free BSA. Cells were then incubated 15 min in presence of 1 mM glucose and 0.3 mM
oleate pre-complexed to 0.5% FA-free BSA, 0.2 uCi/mL [1-14C]-oleate, and 0.5 uCi/mL [1-3H(N)]-d-
manitol. Cells were washed twice with cold PBS and processed for protein extraction and counted to
measure [1-14C]-oleate and [1-3H(N)]-d-manitol level. Non-specific oleate binding was accounted for

by the binding of d-manitol. The results were normalized by cell protein content.

LCFA oxidation in astrocytes and slices

The measurement of LCFA oxidation in primary astrocytes cultures was performed as previously
described (Taib et al. 2013). Briefly, cells were starved for 2 h in DMEM containing 1 mM glucose
followed by a 30-min pre-incubation in the same media plus 0.5% FA-free BSA. Cells were then
incubated 2 h in presence of 1 mM glucose and either 0.3 mM palmitate, oleate, a-linolenate, or 0.22
mM stearate pre-complexed to 0.5% FA-free BSA with 0.1 uCi/mL [1-14C]-palmitate, 0.1 uCi/mL [1-
14C]-oleate, 0.1 pCi/mL [1-14C]-a-linolenate, or 0.1 pCi/mL [1-14C]-stearate. The incubation was
stopped by the injection of 0.2 mL of 40% perchloric acid. After overnight isotopic equilibration at
22°C, 14C02 and 14C acid-soluble products generated by the oxidation of [14C]-palmitate, [14C]-
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oleate, [1-14C]- a-linolenate, or [1-14C]-stearate were counted to calculate total oxidation. The

results were normalized by cell protein content.

Since brain slices have to be constantly oxygenated, 14C-labeled LCFA tracers could not be used to
measure LCFA oxidation via the release of 14C0O2. Therefore, 3H-tracers were employed to estimate
the amount of 3H20 generated and released in the media as previously described (Taib et al. 2013).
Briefly, after pre-incubation in aCSF containing 1 mM glucose and 0.1% BSA for 30 min, MBH slices
from ACBP WT and KO mice were incubated during 2 h with 1 mM glucose, 0.1 mM palmitate, or
oleate pre-complexed to 0.13% BSA, [9,10(n)-3H]-palmitate or [9,10(n)-3H]-oleate (2 uCi/mL) at 37°C
under constant oxygenation with 95% 02, 5% CO2. Incubation media samples were placed in
scintillation vials containing cold water and incubated for 24 h at 50°C under constant agitation. After
equilibration, 3H20 was counted to calculate palmitate or oleate oxidation. The results were

normalized by slice protein content.

LCFA esterification in astrocytes

Oleate and palmitate esterification into neutral lipids was measured using 14C-labeled tracers and
thin layer chromatography (TLC) in cultured astrocytes as previously described (Taib et al. 2013).
Astrocytes grown in T25 flasks were starved for 2 h in DMEM 1 mM glucose followed by a pre-
incubation of 30 min in the same media plus 0.5% FA-free BSA. Cells were then incubated during 2 h
with 15 mM glucose and 0.3 mM palmitate or oleate pre-complexed to 0.5% FA-free BSA, [1-14C]-
palmitate or [1-14C]-oleate (0.1 pCi/mL).

At the end of the incubation, cells were collected, washed with cold PBS, and rapidly frozen in 0.5 mL
methanol: HCI (100 : 1) in liquid nitrogen. Total lipids were extracted using the Folch method. Briefly,
samples were homogenized using a pestle and loaded into pre-chilled glass tubes containing 2 mL

chloroform then washed with 0.5 mL methanol and HCl. Water with 0.9% NaCl was added and
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samples were vigorously vortexed for 15 s and centrifuged at 900 g during 15 min at 4°C. After
centrifugation, the lower phase (organic) was transferred into pre-chilled glass tubes and dried under
N2. Each sample was suspended in 50 uL chloroform and loaded on the TLC plates (Whatman,
Maidstone, Kent, UK). The samples were delivered by small drops and 10 pL of the esterification mix
was loaded to quantify total palmitate or oleate tracer radioactivity. Total lipids were separated using
a solvent for neutral lipids (petroleum ether/ether/acetic acid; 70 : 30 : 1) for separation of total PL
from di- and triacylglycerols (TAG). Plates were imaged using a phosphor screen (GE Healthcare) after
9-10 days exposure and the signal quantified using a Typhoon scanner (GE Healthcare, Little Chalfont,

Buckinghamshire, UK). Results were normalized by cell protein content.

Real-time PCR

Real-time PCR was performed as previously described (Taib et al. 2013). Briefly, primary astrocytes
grown in six-well plates were rinsed with ice-cold PBS before RNA extraction using the TRIzol method
(Invitrogen). RNA concentration was quantified spectrophotometrically. About 900 ng of total RNA
was reverse-transcribed by M-MulV reverse transcriptase (Invitrogen) with random hexamers
following the manufacturer's conditions. The reaction mix was then diluted fivefold before use.
Quantitative gene expression was measured from 1 : 10 cDNA dilutions. Real-time PCR was
performed using the QuantiFast SYBR Green PCR kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) according to the
manufacturer's guidelines on a Corbett Rotor-Gene 6000. Data were analyzed using the standard

curve method and normalized to cyclophilin expression levels.

Statistics

Data are expressed as the means + SEM. Intergroup comparisons were performed by anova analysis
with Bonferroni post-tests or by Student's t-test when appropriate. p < 0.05 was considered

significant.
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Results

Expression pattern of ACBP

The initial studies of Costa demonstrated that ACBP is expressed in neurons of the rodent brain (Alho
et al. 1985). In contrast, recent studies reported either an exclusive expression in glial cells and
ependymocytes (Lanfray et al. 2013) or expression in both neurons and astrocytes (Christian and
Huguenard 2013). We took advantage of the ACBP KO mice to assess the cellular pattern of ACBP
expression in the MBH. First, ACBP expression in the MBH is reduced by ~ 50% in ACBP Het and
absent in KO mice as expected (Fig. 1a). Second, ACBP protein level is significantly higher in the MBH
compared to cortical regions (Fig. 1b). Third, at the cellular level, while ACBP immunofluorescence
was observed in scattered neurons of the MBH (NeuN-positive cells, Fig. 1d), most of the signal was
detected in GFAP-positive cells in the MBH, median eminence and tanycytes and ependymocytes
lining the third ventricle (Fig. 1c). ACBP immunofluorescence was absent in MBH slices from ACBP KO
mice (Fig. 1d). In cortical regions, a similar pattern was observed with ACBP expressed in GFAP-
positive cells and scattered neurons (data not shown). Finally, in cultured hypothalamic astrocytes,
ACBP was detected in ~ 90% of GFAP-positive cells (Fig. 1e). Thus, while ACBP is expressed in few
MBH and cortical neurons, its expression is mainly localized in astrocytes and ependymocytes in

agreement with previous studies (Christian and Huguenard 2013; Lanfray et al. 2013).

ACBP deficiency alters LCFA-CoA profile and unsaturated LCFA metabolism

Given the suggested role of ACBP as a LCFA-CoA pool former (Faergeman et al. 2007), we assessed
the impact of ACBP deficiency on LCFA-CoA levels in the brain using HPLC. Unlike what was observed
in the liver of ACBP KO mice (Neess et al. 2011), no general decrease in LCFA-CoA levels was detected
in cortical and hypothalamic regions of these mice (Fig. 2a and b). While palmitoyl- (C16) and oleyl-
CoA (C18:1) levels were similar in WT and KO brain regions, stearoyl-CoA (C18) level was significantly

increased in the cortical and hypothalamic regions of ACBP KO mice.
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Since LCFA-CoA levels do not necessarily reflect changes in LCFA metabolic fluxes, we measured
oxidation and esterification rates of different type of LCFA, saturated, palmitate (C16), and stearate
(C18), as well as unsaturated oleate, (C18:1) and a-linolenate (C18:3), in hypothalamic slices and/or
cultured astrocytes. Palmitate, stearate, and oleate were chosen because they are the most abundant
circulating LCFA (Takahashi et al. 2013). In addition, we previously reported a differential metabolic
fate of palmitate and oleate in the hypothalamus (Taib et al. 2013). Alpha-linolenate is an essential

omega-3 PUFA, the precursor of eicosapentaenoate, (20:5) and docosahexaenoate (22:6) synthesis.

In hypothalamic astrocytes derived from ACBP WT, Het, and KO mice, palmitate and stearate
oxidation were not affected by the deletion of ACBP (Fig. 2c). In contrast, oleate and a-linolenate
oxidation were significantly decreased by ~ 40% in hypothalamic astrocytes (Fig. 2d). A similar pattern
was observed in cortical astrocytes in which oleate but not stearate oxidation was decreased by the
lack of ACBP (Fig. 2e). To assess whether these results were representative of in vivo conditions,
oxidation rates were measured in MBH slices derived from 4 to 5 weeks old ACBP WT and KO mice.
Similarly to what was observed in astrocytes, oleate but not palmitate oxidation was affected by lack

of ACBP in slices (Fig. 2f).

To determine whether alteration of unsaturated LCFA oxidation translates into changes in
esterification, we measured the incorporation of oleate and palmitate into neutral lipids including
diacylglycerol (DAG), TAG, non-esterified FA, and PL using TLC in MBH slices and astrocyte cultures
derived from ACBP WT and KO mice. Oleate was mainly esterified into TAG and PL in astrocytes with
higher incorporation into PL in hypothalamic versus cortical astrocytes (Fig. 3a). In cortical astrocytes,
oleate esterification was not affected by ACBP deficiency (Fig. 3a) whereas its esterification into TAG
and PL was significantly decreased in ACBP KO hypothalamic astrocytes. Importantly, oleate transport
was similar in WT and KO hypothalamic astrocytes (3.45 + 0.7 vs. 3.42 + 0.4 nmol/mg/h, n = 3-4). In
contrast to oleate, palmitate esterification was not affected in MBH slices (data not shown) and
hypothalamic astrocytes derived from ACBP KO animals (Fig. 3b). Thus, ACBP deficiency specifically

affects unsaturated LCFA metabolism in astrocytes.
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ACBP deficiency alters the expression of genes involved in LCFA metabolism

We assessed the impact of ACBP deficiency on the expression profile of genes involved in FA
transport (cluster of differentiation 36, CD36; fatty acid transport protein 1 and 4), intracellular
binding (fatty acid binding protein 7; FABP7), synthesis (acetyl-CoA carboxylase, ACC; fatty acid
synthase, FAS), desaturation (stearoyl-CoA desaturase 1), oxidation (carnitine palmitoyl transferase-
la), esterification (glycerol-3-phosphate acyltransferase, GPAT; 1-acylglycerol-3-phosphate
acyltransferase, AGPAT; diacylglycerol acyltransferase), and in ceramide synthesis (ceramide
synthase, CERS; serine palmitoyltransferase long-chain, SPTLC) in cortical and hypothalamic
astrocytes. Only the AGPAT and CERS isoforms showing significant level of expression were studied.
FABP7, the predominant FABP isoform in astrocytes (Liu et al. 2010), was significantly decreased in
cortical and hypothalamic KO astrocytes (Fig. 4a and b). Interestingly, we observed a differential
alteration of the gene expression profile in cortical versus hypothalamic astrocytes. In cortical cells,
ACBP deficiency led to a decreased expression of genes involved in FA synthesis including ACC1 and
FAS, whereas the expression of genes coding for the esterification enzymes AGPAT 1 and 4 was
increased in KO astrocytes (Fig. 4a). In hypothalamic astrocytes, the genes mostly affected by ACBP

deficiency were those involved in ceramide synthesis, CERS5 and 6, and SPTLC2 (Fig. 4b).

The fatty acid profile is altered in ACBP KO hypothalamic astrocytes

To assess more globally the impact of ACBP deficiency on FA profile in astrocytes, we quantified by
HPLC the intracellular and extracellular levels of MCFA and LCFA in WT and KO hypothalamic
astrocytes in basal and palmitate-treated conditions. Since palmitate partitioning between oxidation
and esterification was not affected by lack of ACBP (Figs 2 and 3), we reasoned that palmitate would
be a good candidate to test if palmitate desaturation and/or elongation might be affected in ACBP KO
cells, and to test the overall impact of palmitate on FA content and release. In WT hypothalamic
astrocytes in control conditions, myristate (C14), palmitate (C16), stearate (C18), and oleate (C18:1)

were the most abundant intracellular FA (Fig. 5a). Interestingly, the intracellular level of several FA,
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with the exception of arachidonate (C20:4), was significantly increased in ACBP KO astrocytes (Fig.
5a). The total amount of MCFA and LCFA was significantly increased by ~ 1.4 fold in KO versus WT
astrocytes (Fig. 5b). As expected palmitate treatment led to a ~ 1.85 and ~ 1.75 fold increase in
intracellular palmitate levels in WT and KO astrocytes, respectively (Fig. 5a). Palmitate significantly
increased palmitoleate (C16:1) levels in WT but not KO astrocytes and tended to increase octanoate
(C8), myristate and oleate levels in WT astrocytes (Fig. 5a). The total amount of FA was significantly
increased in response to palmitate in WT and KO astrocytes with KO cells showing the highest level of

FA (Fig. 5b). Thus, ACBP deficiency leads to increased FA levels in astrocytes.

We next investigated whether the capacity of astrocytes to release FA was altered by the lack of
ACBP. Octanoate, myristate, palmitate, stearate, and oleate were the most abundant FA found in the
media (Fig. 5c). Octanoate level in the media was increased, whereas decanoate (C10), palmitoleate,
and arachidonate release was decreased in KO astrocytes in control conditions. The total amount of
FA released was not significantly affected by ACBP deficiency in basal conditions (Fig. 5d). Palmitate
increased media levels of octanoate, myristate, and stearate. The level of palmitate in the media of
palmitate-treated cells is not represented in Fig. 5c for scale reasons. The total amount of FA released
in the media (without including palmitate) was significantly increased by palmitate in WT but not
ACBP KO astrocytes (Fig. 5d). Thus, ACBP deficiency increases intracellular FA levels but decreases FA

release from astrocytes.

Discussion

The main objective of this study was to examine the role of ACBP in central LCFA metabolism. Using
complementary models derived from ACBP KO mice, we demonstrate that ACBP is mainly expressed
in astrocytes in vivo and in vitro and establish that ACBP deficiency alters LCFA metabolic fluxes
(oxidation and esterification) in a LCFA-dependent manner in hypothalamic slice preparations and
cultured astrocytes. Furthermore, lack of ACBP differently impacts LCFA esterification and gene
expression profile in cortical versus hypothalamic astrocytes. The modifications of LCFA metabolic

fluxes in ACBP KO astrocytes were associated with changes in intracellular content and release of
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different FA species in hypothalamic astrocytes. Taken together, these findings demonstrate for the

first time that ACBP is a regulator of LCFA metabolism in astroglial cells.

ACBP has been proposed to act as an acyl-CoA pool former. As a result, the increase in stearoyl-CoA
levels observed in the hypothalamus and cortex of ACBP KO mice could seem paradoxical. However, a
similar increase has been observed after depletion of ACBP in yeast (Gaigg et al. 2001). The reason is
unclear but the present observation may have resulted from a central compensatory mechanism
and/or changes in circulating LCFA in ACBP KO mice. Plasma FA levels are similar in 3-week-old WT
and KO mice (data not shown), however this does not preclude changes in specific LCFA species. Also,
we cannot rule out that other acyl-CoA species or total acyl-CoA level are decreased in ACBP KO

brains. Nevertheless, these results show that ACBP deficiency perturbs LCFA-CoA profile in the brain.

Since LCFA-CoA levels do not necessarily reflect changes in LCFA metabolic fluxes, we measured
oxidation and esterification rates of different types of LCFA in hypothalamic slices and astrocytes. Our
results demonstrate that ACBP deficiency reduces the oxidation of monounsaturated (oleate) and
polyunsaturated (a-linolenate) LCFA while saturated LCFA oxidation (palmitate and stearate) is not

affected.

The unchanged palmitate and stearate oxidation contrasts with a recent report showing decreased
palmitate oxidation in response to ACBP down-regulation in cancer cells (Harris et al. 2014). The
reason for this discrepancy is unclear but may be explained by differences in the cell type. ACBP has a
lower affinity for saturated versus unsaturated LCFA, which is consistent with the specific decrease in
oleate and a-linolenate oxidation. In addition, our previous study suggests that oleate oxidation is
peroxisomal rather than mitochondrial compared to palmitate in hypothalamic slices (Taib et al.
2013). Thus, ACBP might shuttle oleyl-CoA to the peroxisome to undergo oxidation. Alternatively, it is
possible that ACBP deficiency in astrocytes interferes with the activity of enoyl-CoA isomerase and
dienoyl-CoA reductase, two enzymes required for the oxidation of unsaturated LCFA (Kunau et al.

1995).
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The notion that ACBP specifically regulates unsaturated LCFA oxidative fluxes was supported by the
alteration of oleate but not palmitate esterification into neutral lipids in ACBP KO astrocytes.
Interestingly, the decrease in oleate esterification was only observed in hypothalamic astrocytes.
Although the reason for this difference between cortical and hypothalamic astrocytes is unclear, the
increased expression of the esterification enzymes AGPAT1 and 4 (involved in DAG formation)
specifically in cortical astrocytes may contribute to maintaining normal oleate esterification rates in
cortical KO cells. Nonetheless, the decreased oleate esterification in ACBP-deficient hypothalamic
astrocytes is in agreement with previous studies showing that ACBP down-regulation in C. elegans led
to a decreased TAG content (Elle et al. 2011) while its over-expression increased LCFA esterification
into TAG and PL in mouse liver (Huang et al. 2005). Importantly, fatty acid transporter expression
(CD36 and fatty acid transport proteins) and oleate transport were similar in WT and KO
hypothalamic astrocytes, ruling out the possibility that decreased oleate metabolism results from

alteration of its uptake.

In line with the idea that loss of ACBP differently impacts cortical versus hypothalamic astrocytes, we
found differences in the gene expression profile when comparing cortical and hypothalamic
astrocytes lacking ACBP. Indeed, ACBP deficiency resulted in down-regulation of genes coding for
enzymes of de novo FA synthesis, ACC, and FAS, in cortical astrocytes. This is in agreement with the
previous results showing decreased expression of ACC and FAS in the liver of pre-weaned ACBP KO
mice (Neess et al. 2011). In hypothalamic astrocytes, CERS5 and 6 and SPTLC2 were increased in KO
hypothalamic astrocytes suggesting that ACBP might regulate ceramide levels in these cells.
Additional studies will be necessary to validate if changes in gene expression translate into changes in
FA and/or ceramide synthesis but these findings support the concept that astrocytes from different
brain regions have specific FA metabolic features (Taib et al. 2013). Of importance, only FABP7
expression was similarly affected by ACBP KO in both cell types. FABP7 is the brain isoform and
several lines of evidence support its role in central FA metabolism and action (Liu et al. 2010). FABPs
are well known to bind FA but are able to bind acyl-CoA as well, though at a much lower affinity
compared to ACBP (Knudsen et al. 2000). Our gene expression results suggest that ACBP deficiency is
not compensated for by increased level of FABP7. On the contrary, lack of ACBP may reduce the

overall cellular FA and acyl-CoA binding capacity.
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Taken together, our results showing altered expression of endoplasmic reticulum (ER)-associated
enzymes (AGPAT, CERS, and SPTLC) and decreased oleate esterification support the role of ACBP in ER
function. This is in agreement with the reported localization of ACBP in the ER (Chao et al. 2003;
Hansen et al. 2008). Whether or not ACBP regulates other functions such as ER stress or cholesterol

synthesis in astrocytes remains to be determined.

Importantly, our results indicate that intracellular metabolism of unsaturated LCFA is not entirely
dependent on ACBP. This is consistent with the expression of other proteins that bind FA and/or acyl-
CoA in astrocytes including FABP5 (Liu et al. 2010), a-synuclein (Castagnet et al. 2005) and Sterol
carrier protein-2 (Frolov et al. 1996; Micevych et al. 2007). Interestingly, the alterations in LCFA
metabolic fluxes and FA content observed in KO cells in our study are reminiscent of the changes
described in a-synuclein KO astrocytes. Indeed, a-synuclein loss-of-function in cultured astrocytes
affects FA uptake, incorporation and distribution in specific lipid pools in a FA-type-dependent
manner (Castagnet et al. 2005). Similarly, FABP7 loss-of function specifically affects palmitate and
arachidonate levels in the brain (Owada et al. 2006). Together, these observations suggest that
different types and/or isoforms of binding proteins regulate the metabolic fate of specific FA species.

Our findings on the FA profile in hypothalamic astrocytes highlight a number of important points.

First, the intracellular content of several LCFA species in astrocytes is in agreement with the levels
reported in the brain in which palmitate, stearate, and oleate are the most represented LCFA
(Arsenault et al. 2012; Camargo et al. 2012). The combined levels of linoleate (C18:2) and
docosahexaenoate are relatively low in cultured astrocytes compared to brain levels, which is

consistent with the fact that docosahexaenoate is highly enriched in neurons.

Second, ACBP loss-of-function alters the intracellular content of specific MCFA and LCFA in basal
conditions leading to an overall increase in the total intracellular FA level. These results are consistent
with the reduction in unsaturated LCFA oxidation and esterification rates observed in KO astrocytes

(Figs 2 and 3) that may favor FA accumulation. Of interest, FABP7 loss-of-function increases the levels
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of palmitate and arachidonate in brain lipids (Owada et al. 2006). Thus, we cannot rule out that the
increased FA content observed in our study results in part from decreased FABP7 expression in ACBP
KO cells (Fig. 4). In addition, there is a possibility that ACBP deficiency leads to incomplete
unsaturated LCFA oxidation which, in turn, favors the accumulation of MCFA such as octanoate and
laurate (Kunau et al. 1995). Finally, the increased FA levels found in KO astrocytes may result from
decreased LCFA elongation processes. This idea is supported by recent findings showing that lack of
ACBP decreases VLCFA content while it increases specific species of LCFA in the skin stratum corneum

(Bloksgaard et al. 2012).

In terms of palmitate effect on the FA profile, we observed, as expected, that palmitate treatment led
to a 1.85-fold increase in intracellular palmitate content in WT astrocytes. The fold increase in
palmitate level was similar in KO astrocytes (~ 1.75 fold). We were expecting to detect increased
stearate and oleate levels in response to palmitate in WT astrocytes since both LCFA can be
generated from palmitate by elongation and elongation plus SCD1-mediated desaturation. Oleate
levels tended to be higher in palmitate-treated WT astrocytes but they did not reach statistical
significance, making it difficult to determine if oleate content is modulated by palmitate or lack of
ACBP. It is conceivable that longer treatment (> 2 h) might be required to modulate stearate and
oleate intracellular levels. Interestingly, palmitate-induced accumulation of palmitoleate
(monounsaturated palmitate) was impaired in ACBP KO astrocytes, suggesting that ACBP regulates
desaturation processes. While the fold increase in total cellular FA content in response to palmitate
tended to be lower in KO astrocytes (~ 1.2 vs. ~ 1.35 in WT cells), it was not statistically different
compared to WT astrocytes, suggesting that the lack of ACBP does not affect the overall response to

exogenous palmitate.

Third, ACBP deficiency alters the release of specific MCFA and LCFA species by astrocytes in basal
conditions including octanoate, laurate, palmitoleate, and arachidonate. Of importance, palmitate
increased total FA release by ~ 20% in WT astrocytes, a response that was absent in ACBP KO
astrocytes, suggesting that ACBP regulates FA release. Although the release of FA species such as

myristate and stearate was increased by palmitate, octanoate contributed to most of the overall
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increase in FA release in response to palmitate in WT astrocytes. It is unclear how lack of ACBP
inhibits palmitate-induced FA release. However, the decrease of FABP7 expression in KO astrocytes
(Fig. 4) may affect FA cellular trafficking, and therefore their release. To our knowledge, this is the
first study reporting the release profile of MCFA and LCFA species in hypothalamic astrocytes and
demonstrating that this process is regulated by palmitate in an ACBP-dependent manner. The glial
release of oleate and arachidonate is in agreement with previous studies (Tabernero et al. 2001;
Strokin et al. 2003). Our results add to the list of FA released by astrocytes and suggest that they may
also provide neurons with myristate, palmitate, and stearate in vivo. Octanoate was the most
abundant FA found in the media. Whether or not astrocytes release octanoate in vivo is unknown.
However, it was shown that octanoate can contribute 20% of oxidative metabolism to the brain and
constitutes a substrate for glutamine synthesis in astrocytes (Ebert et al. 2003), suggesting that

astrocyte-derived octanoate may play a significant role as a metabolic substrate in vivo.

PUFA including, arachidonate and docosahexaenoate (an essential omega-3 PUFA), are synthesized
from omega-3 and -6 precursors and released by astrocytes to regulate important functions in the
central nervous system (Moore 2001). The extracellular release of AA and DHA (docosahexaenoate)
from membrane PL is regulated by different signals (i.e., ATP and glutamate) in a phospholipase A2-
dependent manner in astrocytes (Strokin et al. 2003). Interestingly, AA release in ACBP KO astrocytes
was significantly decreased in basal conditions. Free cellular arachidonate level was similar in WT and
KO astrocytes, however we cannot rule out that arachidonate in membrane PL is decreased in ACBP
KO astrocytes. Palmitate did not modulate arachidonate release, suggesting that palmitate does not
affect phospholipase A2 activity. In contrast to arachidonate, no changes were observed in the
combined media levels of linoleate and docosahexaenoate in response to palmitate or ACBP
deficiency. However, since our HPLC analysis did not allow us to discriminate linoleate from
docosahexaenoate, we cannot rule out that their respective levels are affected by lack of ACBP.
Additional studies using radiolabeled tracers will be required to confirm whether or not ACBP
regulates AA and docosahexaenoate release per se and if PUFA synthesis from radiolabeled

precursors is a process involving ACBP.
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One limitation of our study is related to the astrocyte culture model generated from post-natal brain
(P1). First, a previous study established that the number of days in vitro affects FA composition in
cortical astrocytes (Murphy et al. 1997). Our astrocyte cultures were used at ~ 70% confluence which
was reached after 14-20 days in vitro. Thus, it is possible that our results were in part confounded by
a variable number of days in vitro when comparing different cultures. However, WT, Het, and KO
astrocyte cultures were generated from littermates (ACBP Het breeding scheme) and always used for
metabolic measurements after the same number of days in culture, ruling out the possibility that
differences observed between WT and KO cells result from the age of the culture. Second, while the
adult brain mostly uses glucose as a metabolic substrate, the brain highly relies on ketone bodies and
FA during the lactation period (Nehlig 2004). Therefore, it is expected that FA metabolism in cultured
P1 astrocytes might be different compared to adult astrocytes. As a result, we cannot rule out that
the alterations of LCFA metabolism observed in P1 astrocytes are specific to this developmental
stage. However, the fact that a similar decrease in oleate oxidation was observed in hypothalamic
slices generated from P30 mice and in P1 astrocytes, suggests that the function of ACBP is conserved

and not dependent on the age of the animals.

Altogether, our results show that ACBP deficiency alters the LCFA-CoA profile in the brain, impairs
LCFA oxidation and esterification in a LCFA type-dependent manner both in MBH slices and astrocyte
cultures, and affects gene expression and FA profile in astrocytes. Our findings suggest that ACBP may
play an important role in the hypothalamus. Hypothalamic LCFA action to inhibit feeding and hepatic
glucose production mainly relies on their intracellular metabolism (Lam et al. 2009). Importantly, the
effect of LCFA on feeding is dependent on the type of LCFA. Indeed, unsaturated LCFA, including
oleate and docosahexaenoate, but not palmitate, have an anorectic action in vivo (Obici et al. 2002;
Schwinkendorf et al. 2010). Our results showing that ACBP specifically affects unsaturated LCFA
metabolic fluxes in the hypothalamus, combined with previous studies highlighting the contribution
of hypothalamic astrocytes in LCFA metabolism (Taib et al. 2013) and sensing (Le Foll et al. 2014),
make it tempting to speculate that ACBP may be involved in central unsaturated LCFA action on
feeding. Further studies using astrocyte-specific ACBP loss-of-function will be required to address this

hypothesis.
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More generally, our findings suggest that ACBP may regulate central processes and functions known
to be modulated by LCFA including neurogenesis, neuroinflammation, and cognition (Haast and

Kiliaan 2015).

In summary, our study demonstrates that ACBP, a peptide known so far as an allosteric modulator of
the GABA, receptor in the brain, acts as a regulator of LCFA intracellular metabolism in glial cells.
These findings open new research avenues related to its involvement in central nervous system lipid

metabolism and functions.
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Figures legend

Figure 1. Acyl-CoA binding protein (ACBP) expression in the brain and astrocyte cultures. ACBP
expression was determined by western blotting (a) and quantified (b) in the mediobasal
hypothalamus (MBH) and cortex of ACBP WT, Het, and KO mice. Co-localization of ACBP
immunofluorescence in glial fibrillary acidic protein (GFAP)- (c) and NeuN-positive cells (d) on MBH
coronal sections from ACBP WT and KO mice. (e) ACBP and GFAP immunofluorescence in WT (top)
and KO (bottom) astrocyte cultures. ME, median eminence; 3V, third ventricle. Results are

means = SEM, n = 4, ¥***p < 0.001 (t-test).

Figure 2. Acyl-CoA binding protein (ACBP) deficiency alters long-chain fatty acids (LCFA)-CoA levels
and impairs oleate oxidation. LCFA-CoA levels in (a) cortex and (b) hypothalamus of WT and KO mice.
Palmitate and stearate (c), and oleate and a-linolenate (d) oxidation rates in WT, Het, and KO
hypothalamic astrocytes. (e) Stearate and oleate oxidation in WT, Het, and KO cortical astrocytes. (f)
Palmitate and oleate oxidation in WT and KO mediobasal hypothalamic (MBH) slices. Results are
means + SEM. n=4-9 for LCFA-CoA levels, n=4-10 for stearate and a-linolenate, n=8-10 for

palmitate, and n = 10-12 for oleate oxidation. *p < 0.05, ***p < 0.001 (t-test and one-way anova).

Figure 3. Acyl-CoA binding protein (ACBP) deficiency alters oleate but not palmitate esterification in
hypothalamic astrocytes. (a) Oleate esterification into DAG, triacylglycerol (TAG), non-esterified fatty
acid (NEFA), and phospholipids (PL) in astrocytes derived from WT and KO mice and (b) Palmitate
esterification in hypothalamic astrocytes. n=7-10 for oleate esterification and n=5-10 for

palmitate. *p < 0.05 versus WT and $Sp < 0.01 versus WT cortical astrocytes (one-way anova).

Figure 4. Acyl-CoA binding protein (ACBP) deficiency alters the expression of genes involved in long-

chain fatty acids (LCFA) metabolism. Gene expression was determined by gPCR in WT and KO cortical
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(a) and hypothalamic (b) astrocytes. mRNA levels were normalized to cyclophilin levels. Results are

means = SEM with n = 6-15. *p < 0.05 (t-test).

Figure 5. Modification of the fatty acid (FA) profile in acyl-CoA binding protein (ACBP) KO
hypothalamic astrocytes. (a and b) Intracellular content and release (c and d) of different FA species
in WT and KO hypothalamic astrocytes treated with or without palmitate (0.3 mM) during 2 h. n=6
to 12 per conditions. *, ** and ***p < 0.05, 0.01 and 0.001, respectively, versus WT control. $ and

SSSp < 0.05 and 0.001, respectively versus WT Palmitate (one- and two-way anova).
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FIGURE 3

(a) Oleate esterification in cortical (Cx) and hypothalamic (HT) astrocytes
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ABSTRACT

Unsaturated fatty acid can be detected in the arcuate nucleus (ARC) of the hypothalamus and
modulate food intake and peripheral glucose homeostasis. However, the mechanisms by which they
act are still unknown. Recent evidences demonstrate that, in astrocytes, Acyl-CoA Binding Protein
(ACBP) regulates unsaturated fatty acid metabolism and that the endozepine octadecaneuropeptide
(ODN), a secreted peptide derived from the cleavage of ACBP, modulates feeding behaviour and
peripheral glucose homeostasis. It was suggested that the anorectic effect of ODN involves the
activation of the melanocortin pathway, a key player in the hypothalamic control of energy balance.
The aim of the present study was to determine whether ODN specifically activates
proopiomelanocortin (POMC) neurons of the ARC to modulate energy homeostasis in a melanocortin-
4 receptor (MC4R)-dependent manner. Our results demonstrate that astrocyte-specific deletion of
ACBP leads to an exacerbated diet-induced obesity and altered feeding behaviors and that the
modulation of food intake by ODN is blunted in MC4R-deficient mice. Using electrophysiological
recordings in brain slices from POMC-eGFP mice, we show that ODN selectively increases the firing of
GFP-positive neurons, suggesting ODN selectively activates POMC neurons in the ARC. Importantly,
ODN can activate POMC neurons independently of GABAa inhibition. Finally, calcium imaging
recordings in dissociated primary hypothalamic neurons show that the antagonist of the putative
ODN receptor inhibits ODN-induced calcium oscillations. These findings highlight the importance of
ODN and endozepines in the regulation of the melanocortin pathway and open new research avenues

related to the hypothalamic control of energy balance by endozepines.

162



INTRODUCTION

The past two decades have witnessed major advances in our understanding of the control of energy
balance by hypothalamic neuronal populations. Much of this control relies on populations of neurons
in the arcuate nucleus (ARC) able to detect and integrate various metabolic signals including
hormones (e.g. leptin, insulin and ghrelin) and nutrients (i.e. glucose, fatty and amino acids) (Myers
and Olson 2012). Neurons responding to these signals are clustered in areas of the hypothalamus
including the ARC, ventromedial hypothalamus (VMH), paraventricular nucleus (PVN) and the lateral
hypothalamus. In the ARC, metabolic signals are known to modulate the activity of two functionally
opposing neuronal populations that project to other nuclei: orexigenic neuropeptide Y (NPY) neurons
and anorectic POMC neurons (Myers and Olson 2012). POMC neurons, considered as “catabolic”
given their action to decrease food intake and promote energy expenditure, release a-Melanocyte-
Stimulating Hormone (a-MSH) that activates the melanocortin-4 receptor (MC4R) in PVN neurons.
The importance of the melanocortin pathway in the etiology of obesity and type 2 diabetes is
underscored by several lines of evidence showing that impairments in POMC signalling lead to
obesity, glucose intolerance and chronic hyperglycemia in rodents (Parton et al. 2007, Berglund et al.
2012) and that mutations in the genes coding for POMC and MC4R are the most frequent form of

monogenic human obesity (Vaisse et al. 1998, Yeo et al. 1998, Coll et al. 2004).

In addition to this well-established metabolic neurocircuits, non-neuronal cells of the hypothalamus
have recently come to the forefront as new players both in the detection of various nutrients and in
the regulation of energy balance and food intake (Argente-Arizon et al. 2015). Previously thought to
only provide anatomical and metabolic support for neurons, astrocytes are now thought to be
involved in many neuronal processes including nutrient detection, central metabolism of glucose and
fatty acids and the regulation of energy balance (Taib et al. 2013, Argente-Arizon et al. 2015,
Bouyakdan et al. 2015). Recent studies have also shown that an activation of these hypothalamic glial
cells, possibly via the detection of metabolic signals, can regulate feeding behavior. This control
involves the secretion of neuroactive substances termed gliotransmitters in order to modulate the
activity of various neuronal populations in the ARC (Yang et al. 2015, Chen et al. 2016). However the
mechanisms and pathways by which these astrocytes regulate the activity of metabolic neurocircuits

in the hypothalamus, particularly in response to nutrient derived signals like glucose and fatty acids,
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remain elusive.

Recently, an astrocyte derived peptide, octadecaneuropeptide (ODN), has been shown to decrease
food intake (de Mateos-Verchere et al. 2001, do Rego et al. 2007) and increases glucose tolerance in
rodents (Lanfray et al. 2013) when administered centrally. Moreover, the appetite-suppressing effect
of ODN is blunted by antagonism of MC3R and MC4R (Lanfray et al. 2013) suggesting an involvement
of the melanocortin pathway in the anorectic action of ODN. This 18 amino acid peptide is generated
from the secretion of the Acyl-CoA Binding Protein (ACBP), a protein known for its role in peripheral
fatty acid metabolism, and its subsequent cleavage into ODN (ACBP13.50) (Farzampour et al. 2015).
Since its discovery, multiple studies have shown that ACBP is secreted by cultured astrocytes in
response to various stimuli (Tokay et al. 2008, Loomis et al. 2010, Lanfray et al. 2013). ACBP and ODN
are considered as endozepine for their ability to displace benzodiazepines from their binding sites on
the GABA, ionotropic receptor (Guidotti et al. 1983, Ferrero et al. 1984). Thus, by acting as a negative
allosteric modulator (NAM) of the GABA, receptor, ODN could contribute to the activation of POMC
neurons by blocking GABAergic inhibitory inputs from NPY neurons (Acuna-Goycolea et al. 2005).
However, recent studies suggest that the anorectic effect of ODN is not contingent on the GABAa
receptor, but involves the activation of an unknown G-protein coupled receptor (GPCR) that will be

termed ODN-GPCR (de Mateos-Verchere et al. 2001, do Rego et al. 2007, Lanfray et al. 2013).

ACBP is expressed throughout the brain, we (Bouyakdan et al. 2015) and others (Lanfray et al. 2013),
have shown it to be predominantly expressed in astrocytes and tanycytes. We recently demonstrated
that, similar to its role in peripheral tissue, ACBP is an important regulator of intracellular Acyl-CoA
accumulation and for the intracellular metabolism of unsaturated, but not saturated, fatty acids in
the brain and in astrocytes (Bouyakdan et al. 2015). This modulation of unsaturated fatty acid
metabolism suggest that intracellular ACBP could play a role in regulating feeding behavior and
energy metabolism, given what we know about the central effects of unsaturated fatty acids on these
parameters. Indeed, unsaturated, but not saturated, fatty acids administered centrally are known to
decrease feeding (Obici et al. 2002, Schwinkendorf et al. 2011). Furthermore, the hypothalamic
detection of unsaturated fatty acid, which is thought to involve their intracellular accumulation as
Acyl-CoA, is essential for the modulation of food intake and peripheral glucose metabolism (Obici et

al. 2003, Lam et al. 2005, Pocai et al. 2006).
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Taken together, these findings suggest that intracellular ACBP as well as secreted ODN may be
important mediators of the effect of fatty acids on the regulation of feeding and energy metabolism.
Despite these evidences, it remains to be determined whether endogenous ACBP and ODN can
regulate feeding behavior and energy metabolism in a similar fashion as exogenous ODN. Also,
whether ODN, acting as a gliotransmitter, can activate POMC neurons in the ARC and which signalling
mechanisms are involved (inhibition of GABAA receptor and/or activation of an ODN-GPCR) are still

unknown.

Thus, the goal of the present study was to 1- determine whether ACBP in astrocytes regulates feeding
behavior and energy expenditure in-vivo, 2- to determine whether ODN modulates feeding and
metabolic responses in a MC4R-dependent manner, 3- establish whether ODN specifically targets and
activates POMC neurons of the ARC, and 4- determine the contribution of GABAA receptor and the
ODN-GPCR in the modulation of POMC neurons activity. To this end we have employed
complementary approaches and models consisting of astrocyte specific ACBP knockout (KO) as well as
MC4R KO mice, electrophysiological recordings in POMC-GFP reporter mice and Ca?* imaging in

primary hypothalamic neurons.

We show, using a model of astrocyte specific KO, that endogenous ACBP is involved in regulation of
feeding and energy expenditure. We show that the anorectic action of exogenous ODN acts through
the melanocortin pathway and we demonstrate, through our electrophysiology and Ca?* imaging
data, that ODN specifically targets POMC neurons in the ARC independently of its action on
GABAergicsignalling but through the ODN-GPCR.
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MATERIAL AND METHODS

Animals: ACBP"# mice were kindly donated by Dr Susanne Mandrup (Neess et al. 2013) from
University of Southern Denmark (Odense, Denmark) and were backcrossed at least 8 generations on
the C57/BI6 background. Female ACBP”/ mice on the C57/BI6 background were bred with male mice
expressing Cre recombinase under the mouse glial fibrillary acidic protein (GFAP) promoter (GFAP-Cre
line 73.12 (Stock No. 012886), (Sofroniew 2012) obtained from the Jackson Laboratory (Bar Harbor,
ME). ACBP**;Cre (WT), ACBP"*;Cre (HET) and ACBP/;Cre (KO) were obtained by breeding female
ACBP"*with male ACBP/*;Cre to obtain littermates of all genotypes.

Male MC4R KO and control wild type (WT, same genetic background) mice (B6;129S4-Mc4rmiow/),
stock number 006414,) and POMC-eGFP mice (C57BL/6J-Tg(Pomc-EGFP)1Low/J), stock number

009593) were purchased from the Jackson Laboratory.

Animals were group housed on a reverse light-dark cycle (dark cycle from 10AM to 10PM) at 21°C
with free access to water and standard chow diet at weaning (for in house bread animals) or for at
least ten days before starting the experimentation (for purchased animals). All procedures using
animals were approved by the institutional animal care and use committee (Comité Institutionnel de
Protection de Animaux, protocol #An12012TArs) of Centre de Recherche du Centre Hospitalier de
I’Université de Montréal (CRCHUM) and the French Ministry of Research and local ethic committees

of the University of Burgundy (C2EA Grand Campus de Dijon N°105).

Immunohistochemistry: Male mice were perfused intracardially with 4% paraformaldehyde under

anaesthesia. The brains were post-fixed in 4% paraformaldehyde, cryopreserved in 20% sucrose, and
cryosectionned at 16 pum using a cryostat. Sections were blocked and incubated with primary
antibodies overnight at 4°C followed by 2 h incubation at 22°C with secondary antibodies. Sections
were mounted and imaged with a Zeiss fluorescent microscope (Carl Zeiss AG, Jena, Germany).
Primary antibodies used were anti-ACBP (1:100; kind gift from Dr Mandrup), anti-glial fibrillary acidic
protein (1:100, Mab360, Millipore Corporation, Bedford, MA, USA) and anti-NeuN (1:100, Mab377,
Millipore). Secondary antibodies were Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit 1gG and Alexa Fluor® 546
Goat Anti-Mouse IgG (1:150, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
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Real-time PCR: Real-time PCR was performed as previously described (Bouyakdan et al. 2015). Briefly,
fresh ARC and MH were microdissected and immediately frozen on dry ice before RNA extraction
using the TRIzol method (Invitrogen). RNA concentration was quantified spectrophotometrically and
900 ng of total RNA was reverse-transcribed by M-MulLV reverse transcriptase (Invitrogen) with
random hexamers following the manufacturer's conditions. The reaction mix was then diluted fivefold
before use. Quantitative gene expression was measured from 1 : 10 cDNA dilutions. Real-time PCR
was performed using the QuantiFast SYBR Green PCR kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) according to the
manufacturer's guidelines on a Corbett Rotor-Gene 6000. Data were analyzed using the standard

curve method and normalized to actin expression levels.

In _vivo metabolic assesments: Mice between 5-6 weeks of age were individually housed and fed

either chow or high fat diet (HFD) (modified AIN-93G purified rodent diet with 50 % Kcal from fat
derived from palm oil (Hryhorczuk et al. 2016)). Body weight and food intake were measured weekly
during 12 (chow) or 16 (HFD) weeks. Respiratory exchange ratio (RER), energy expenditure and
locomotor activity were measured using indirect calorimetry following a 24 h acclimation period in
Comprehensive Lab Animal Monitoring System (CLAMS) metabolic cages (Columbus Instruments)
using their respective diets following the 12 or 16 weeks of measurements. Glucose tolerance was
assessed by intraperitoneal (IP) injection of 1.5 mg/kg glucose following a 5 h fast and glycaemia was
measured using Accu-chek Performa glucometer and strips during the following 2 h. Fat and lean
mass were assessed using a nuclear echo magnetic resonance imaging (MRI) whole-body composition

analyzer and the different fat pads were collected and weighed using an analytical scale (Sartorius).

Stereotaxic surgery: Mice (10-12 week old) were anaesthetised with isoflurane and placed on a

stereotaxic apparatus (Kopf instrument). Animals were implanted with a guide cannula (Plastics One)
into the right lateral ventricle according to stereotaxic coordinates (from bregma: -0.5 mm antero-
posterior, +1 mm lateral and -2.1 mm dorso-ventral from the dura). Cannulated mice were allowed to
recover for a week before intracerebroventricular (ICV) administration of angiotensin Il (40 ngin 2 pl)
to verify cannula placement. Mice that did not drink within the first 5 min with repeated bouts were

excluded from the study.
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In-vivo effects of ODN: Cannulated MC4R WT and KO animals were divided into two separate groups,

the first group was food deprived for 18 h before ICV administration of freshly reconstituted ODN
(100 ng in 2 pl; Phoenix pharmaceuticals) or saline control 1 h before the onset of the dark cycle.
Access to food was restored 30 min after ICV injection and food intake was measured during 24 h.
The second group was single housed in metabolic cages (CLAMS) during 24 h for acclimation and were
administered freshly reconstituted ODN (100 ng in 2ul) or saline control 1 h before the onset of the

dark cycle and monitored for 24 h.

Electrophysiological recordings: Brain slices (250 um) were prepared from 6-8 weeks old POMC-eGFP

mice as previously described (Fioramonti et al. 2004). After recovery, slices were perfused with an
oxygenated extracellular medium containing (in mM): 118 NaCl, 3 KCI, 1 MgCl;, 25 NaHCO03, 1.2
NaH,PO,, 1.5 CaCl,, 5 HEPES, 2.5 D-glucose (osmolarity adjusted to 310 mOsM with sucrose, pH 7.3)
in a recording chamber placed under a microscope (Nikon EF600) outfitted for fluorescence and IR-
DIC videomicroscopy. Viable ARC POMC neurons were visualized with a fluorescence video camera
(Nikon). For cell-attached recordings, borosilicate pipettes (4-6 MQ; 1.5 mm OD, Sutter Instrument)
were filled with filtered extracellular medium. For whole-cell spontaneous inhibitory post-synaptic
currents (sIPSC) recordings, pipettes were filled with a cesium-chloride solution containing (in mM):

140 CsCl, 3.6 NaCl, 1MgCl,, 10 HEPES, 0.1 Na;EGTA, 4 Mg-ATP, 0.25 Na-GTP (290 mOsm, pH 7.3).

Calcium imaging: Mediobasal hypothalamic neurons were prepared from 3-4 weeks-old Wistar rats as

described previously (Vazirani et al. 2013). Cells were loaded with Fura-2/acetoxymethyl ester (0.5
UM; Fura-2/AM; Molecular Probes) for 20 min at 37°C in Hanks buffer balanced salt solution
(containing (in mM): 25 HEPES, 121 NaCl, 4.7 KCI, 1.2 MgS04, 1.2 KH,PO4, 5 NaHCOs, 2 CaCl,, 2.5 D-
glucose; pH 7.4)). Fura-2 fluorescence images were acquired every 10 sec by alternating excitation at
340 and 380 nm and emissions (420—600 nm) with a CDD camera coupled to Live Acquisition software
(TiLL Photonics). Changes in intracellular calcium levels ([Ca**];) were monitored in cells held at 2.5
mM glucose in response to ODN (1 nM) with or without the ODN GPCR antagonist cycloi-g[dLeu®]OP
(cdLOP) (10 nM) prepared by standard Fmoc solid-phase peptide synthesis based on a previous study
(Leprince et al. 2001).

Expression of data and statistics: Data are expressed as means + SEM. Intergroup comparisons were
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performed by ANOVA with Bonferroni post hoc tests or Student’s t-test as described in figure legends.

p < 0.05 was considered significant.

RESULTS

Validation of the astrocyte specific knock-out of ACBP in MBH. In order to study ACBP’s involvement
in the central control of energy balance, we generated an astrocyte specific ACBP loss-of-function
mouse model (ACBP"f; GFAP-Cre). The loss of ACBP expression in GFAP expressing cells (astrocytes
and tanycytes) of the hypothalamus was confirmed by immunofluorescence (fig 1A) (right panel).
ACBP expression was unchanged in non-GFAP expressing cells. These observations were confirmed by
gPCR on freshly microdissected ARC and medial hypothalamus (MH) nuclei (fig 1B), where we were
able to observe a 5-fold decrease in ACBP expression compared to WT samples. In agreement to what
we showed recently (Budry et al. 2016), the remaining 20% of ACBP expression likely represents

neuronal and non GFAP expressing glial cells.

ACBP loss of function modulates body weight gain and food intake. In order to assess the potential
role of astrocytic ACBP, intracellular and/or following its secretion, in the regulation of energy
balance, we used an astrocyte specific ACBP invalidation. We first sought to assess the effect of the
astrocyte specific ablation of ACBP on feeding and energy metabolism under basal conditions. We
thus measured weekly food intake and body weight gain on individually housed ACBP"f; GFAP-Cre
(KO) and control littermates, ACBP**; GFAP-Cre (WT), ACBP™*; GFAP-Cre (HET), all fed a standard
chow diet ad-libitum over the course of 12 weeks. No changes in body weight gain and cumulative
food intake (fig 2A-B) were observed in our astrocyte specific ACBP KO mice when compared to WT
littermates. At the end of the 12-week protocol, we measured energy expenditure, respiratory
exchange ratio (RER) and locomotor activity using a CLAMS metabolic cages apparatus. Of note, ACBP
KO mice had a 20% decrease in energy expenditure during the light cycle (at rest) suggesting a

possible decrease in standard metabolic rate (fig CE & D, p<0.01).
Given ACBP’s involvement in astrocytes intracellular fatty acid metabolism (Bouyakdan et al. 2015),

we hypothesized that the effects of its ablation would be better observed in a high fat (HF) feeding

context, we thus placed a new group of ACBP"f; GFAP-Cre mice and their controls on an ad-libitum
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HF diet over the course of 16 weeks. By 12 weeks on their respective diets, HF fed mice had already
gained more weight than their chow fed counterparts (fig 2A vs 3A). ACBP™"/; GFAP-Cre mice were
more sensitive to diet-induced obesity. When compared with WT controls after 16 weeks of HF diet,
ACBPf; GFAP-Cre mice had gained 33% more body weight (Fig 3A, p<0.001) and consumed 11%
more calories (Fig 3B, p<0.001), which was also reflected by increased fat mass (fig 3C, p<0.001). Of
note, this increase in fat mass seems to be solely due to an increase in intraperitoneal fat (fig 3D,
p<0.01). ACBP"*; GFAP-Cre exhibited an intermediary phenotype in which they consumed only 5%
more HF than WT controls (fig 3B, p<0.01) and gained 16% more body weight (fig 3A, NS).

Due to their sensitivity to diet-induced obesity, we then evaluated glucose metabolism in ACBP KO
animals. While no change in glucose tolerance over 120 minutes was observed in ACBP"f; GFAP-Cre
mice during a glucose tolerance (GTT), they showed significantly higher peak glucose levels at 15-30
min following glucose administration (fig 3E, p<0.05). We then used metabolic cages to assess, energy
expenditure, RER and locomotor activity. ACBP™; GFAP-Cre mice had similar energy expenditure to
WT littermates, which cannot explain their sensitivity to diet induced obesity (DIO) (fig 4 A & B).
Locomotor activity was decreased in both light and dark phases, possibly due to the increased weight
of these mice (fig 4C & D, p<0.05). We thus sought to determine whether astrocyte derived ACBP
exerts its anorectic action through the activation of the melanocortin pathway, via the secreted

peptide ODN.

Central action of ODN on energy homeostasis is MC4R-dependent. Centrally administered ODN is
known to inhibit feeding and its deletion, through an astrocyte specific ACBP KO, results in an
increased HF feeding and decreased energy expenditure (fig 3 & 4), all of which could be mediated
through the melanocortin pathway. In order to verify that ODN acts via the MC4R receptor to inhibit
food intake, as suggested recently (Lanfray et al. 2012), we tested the anorectic action of ICV ODN on
both WT and MC4R KO mice. 100 ng of ODN was able to rapidly decrease food intake of WT mice as
early as 2h post-infusion (p<0.01), an effect that lasted for almost 24 h (p=0.051). This anorectic effect
of ODN was completely absent in mice lacking the MC4R (fig 5A). Since the activation of the
melanocortin system has been associated with increased RER, locomotor activity as well as energy
expenditure (Balthasar et al. 2005, Berglund et al. 2012), we then tested the effect ICV ODN

administration using metabolic cages. We observed an increase of RER and locomotor activity in WT
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but not MC4R KO mice following ODN administration (fig 5B & D, p<0.05). No changes in energy

expenditure were observed (fig 5C).

ODN specifically activates POMC neurons. Our in vivo findings demonstrate that MC4R is mediating
the central actions of ODN. We thus investigated if ODN could activate POMC neurons of the ARC, a
neuronal population central in melanocortin signaling. To this end, we used electrophysiology on
brain slices from POMC-eGFP reporter mice (fig 6A). Cell-attached recordings show that ODN
increases action potential (AP) frequency in all POMC neurons tested (Fig 6B & C, p<0.01).
Importantly, recordings of non-fluorescent neurons in the ARC in brain slices from POMC-eGFP mice
show that ODN failed to modulate the electrical activity of non-POMC neurons (Fig 6C), suggesting a
specific activation of POMC neurons in the ARC by ODN.

ODN activates POMC neurons through a GABA. independent mechanism. Importantly, POMC
neurons of the ARC receive inhibitory GABAergic inputs from neighboring neurons including
orexigenic NPY neurons (Acuna-Goycolea et al. 2005, Vong et al. 2011). Of note, ODN has been shown
to act as a NAM of the GABAx receptor (Alfonso et al. 2012), suggesting that the ODN-induced POMC
neuronal activation shown earlier (fig 6B &C) could be mediated via an inhibition of the GABAergic
input on these cells. Thus, we quantified the frequency and amplitude of spontaneous Inhibitory
Postsynaptic Currents (sIPSC) onto POMC and non-POMC neurons in brain slices from POMC-eGFP
mice. sIPSC amplitude was not affected by ODN in both POMC and non-POMC neurons (data not
shown). However, ODN decreases sIPSC frequency onto POMC neurons (fig 7A & B, p<0.05).
Interestingly, ODN also decreases sIPSC frequency onto non-POMC neurons (fig 7C & D, p<0.05)
suggesting that the peptide acts as a NAM of the GABAa receptor in most, if not all, ARC neurons. The
inhibition of GABAergic signalling by ODN would therefore not be sufficient for neuronal activation,

given that non-POMC neurons were not activated by the decreased inhibitory tone (fig 6C).

To confirm that POMC are activated by ODN independently of its action on GABA, receptor, we
sought to measure their activation in absence of both inhibitory and excitatory inputs. We thus pre-

|II

treated brain slices from POMC-eGFP mice with an “inhibitory cocktail” consisting of two GABAa
antagonists (bicuculline and picrotoxin) and two glutamate receptors antagonist capable of inhibiting

both the AMPA/Kainate and NMDA glutamate receptors (Cngx and AVP respectively). The addition of
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ODN to slices pre-treated with the inhibitor cocktail produced an increase in AP frequency of 73 % (fig
8 A & B, p<0.05), suggesting that ODN alone is sufficient to activate POMC neurons in the ARC
independently of other synaptic inputs, be they inhibitory or excitatory. Of note, pre-treatment with
GABA, and glutamate receptor antagonists did not affect the firing frequency of AP in POMC neurons
in the absence of ODN (fig 8 A & B), showing that these neurons do not fire spontaneously in the

absence of synaptic input.

ODN directly activates POMC neurons through a GPCR. Since a reduction in GABAergic signalling is
not sufficient to activate ARC neuronal populations (fig 6C & 7D) and that POMC neurons activation
by ODN is also unlikely to be carried out through glutamatergic input from other neurons (fig 8B), we
decided to determine if this activation is mediated through a cell surface receptor on POMC neurons.
Previous studies have demonstrated that ODN can activate a GPCR coupled to Phospholipase C and
Ca?* and synthesised an antagonist of this ODN-GPCR (cdLOP) (Gandolfo et al. 1997, Leprince et al.
2001). To test whether ODN can act directly on this GPCR on ARC neurons, we looked at neuronal
activation by ODN using Ca?* imaging on freshly dissociated neurons of the mediobasal hypothalamus
(MBH, including the ARC and VMH). The neurons in our cultures are isolated from each other and are
recorded before they can form connections, ruling out potential GABAergic inputs (Fig 8C). Calcium
imaging was used as a surrogate of neuronal activation in isolated MBH neurons. Our recordings show
that treatment with ODN increases [Ca*']; oscillations in ~10% of MBH neurons tested (Fig 8D & F).
Importantly, we found that pre-treatment with ODN-GPCR inhibitor cdLOP decreases the number of
ODN-responsive neurons as well as the magnitude of Ca?* response to ODN in MBH neurons (Fig 4E &

G).
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DISCUSSION

The main goal of this study was to examine the role of astrocyte derived ACBP and its secreted
peptide ODN in the control of energy balance in vivo and the mechanisms involved in this regulation.
Using complementary in vivo and ex vivo approaches, we show that ACBP deficiency in astrocytes
disrupts the regulation of feeding and energy expenditure. We demonstrate that ODN exert an
anorectic action in an MC4R-dependent manner that involves a direct activation of ARC POMC
neurons via an as of yet unidentified GPCR. Thus, our work gives new insights on the role of
endogenous astrocytic ACBP and ODN in the regulation of feeding and energy metabolism via a direct

activation of POMC neurons.

ODN is a peptide known for its anorectic action and for its anxiogenic proprieties in various animal
models. However, these data rely heavily on exogenous administration of this peptide and little
attention was given to the role of the endogenous protein in these effects. As we have previously
shown, deficiencies in the endogenous protein do not translate in a modulation of anxiety-like
behavior (Budry et al. 2016). It was thus critical to determine the involvement of astrocytic ACBP in

the regulation of feeding behavior and energy metabolism.

We show that the deletion of ACBP from astrocytes has negative consequences on energy
expenditure and food intake, consistently with what was observed following the ICV administration of
ODN, the peptide resulting from the cleavage of ACBP following its secretion. The fact that the
increased weight gain and food intake was only observed when mice were fed a HF diet contrasts
with the KO of putative downstream effectors of ACBP/ODN signalling, MC4R, that gain weight
regardless of diet (Itoh et al. 2011). This suggests that ACBP may be part of the anorectic response to
fatty acid sensing rather than a general satiety peptide. This is consistent with its role in the
intracellular metabolism of unsaturated fatty Acyl-CoA in astrocytes (Bouyakdan et al. 2015), which

are known to have an anorectic action in the hypothalamus (Obici et al. 2002, Obici et al. 2003).
Following 16 weeks of HF feeding, ACBP™; GFAP-Cre mice have an elevated glycaemia in the 30 min

following glucose administration. While not entirely glucose intolerant, ACBP™; GFAP-Cre mice could

have impairments in the initial phase of insulin secretion, in line with the work of (Lanfray et al. 2013).
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This slight glucose intolerance is not the result of visceral fat accumulation and suggests that central
ODN plays a direct role in peripheral glucose metabolism. The adverse effects of ACBP invalidation on
glycaemia that we have observed, as well as the beneficial effects of ICV ODN reported by (Lanfray et
al. 2013), are at odds with early description of ODN activity on insulin secretion reporting that ODN
inhibits glucose induced insulin secretion in isolated pancreatic islets (Chen et al. 1988, Borboni et al.
1991, De Stefanis et al. 1995). Though little is known on the regulation of circulating ODN in response

to the feeding status, this could mean that central and peripheral ODN can have different functions.

Our findings highlight the importance of the melanocortin pathway in the central effects of ODN on
feeding, RER and locomotor activity. These effects of ODN on RER and locomotor activity are similar
to what is observed following the activation of ARC POMC neurons (Berglund et al. 2012). The lack of
modulation of energy expenditure by ODN is somehow surprising given that activation of the
melanocortin pathway is usually associated with increased energy expenditure. A similar uncoupling
of the modulation of food intake and energy expenditure by POMC neurons has also been reported in
the past. This has been attributed to the activation specific subpopulation of POMC neurons
(Balthasar et al. 2005). It is also possible that a higher dose or repeated injections of ODN may be
required to observe changes in energy expenditure. Of importance, central ODN administration has
the opposite effects of ACBP ablation in astrocytes, strengthening the role of ACBP and ODN as a glial

modulator of feeding behavior.

Our findings also serve to highlight several important aspects of endozepine signaling and action in
the hypothalamus. Our data support a mode of action of ODN involving a selective activation of
POMC neurons in the ARC. We show that ODN in the ARC acts as a NAM on the GABA, receptor, as
previously shown in other brain regions (Alfonso et al. 2012). However, this NAM action on GABAA
receptors by ODN is not sufficient to activate POMC neurons. Furthermore, some have shown ODN to
be a positive allosteric modulation of GABA4 in other brain areas (Christian et al. 2013). Although we
cannot extend our findings to other hypothalamic nuclei, it is important to note that approximately
50% of synapses in the hypothalamus are GABAergic (Decavel and Van den Pol 1990). Thus ODN may
be an important regulator of GABAergic signaling in the hypothalamus and affect the activity of

circuits involved in neuroendocrine responses.
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Both our electrophysiological recordings and Ca%* imaging data suggest that ODN NAM activity on the
GABA, is not required for POMC activation. Although the identity of neurons in Ca?* studies was
unknown, the percentage of ODN-responsive neurons is compatible with the proportion of POMC
neurons in the MBH. This is in line with previous reports suggesting an action of ODN on a GPCR to
elicit a decrease in food intake. Although our results support the concept that POMC neurons
activation by ODN is GPCR-dependent, the downstream signaling pathways elicited by this receptor
are still unknown. Studies suggest that this ODN-GPCR activation stimulates phospholipase C, [Ca%'];
and a Protein kinase C-dependent activation of the ERK pathway (Gandolfo et al. 1997, Leprince et al.
2001, Kaddour et al. 2013). In our study, Ca?* imaging was used as a surrogate of neuronal activation.
Thus, we cannot conclude that ODN-GPCR is coupled to downstream Ca?* signaling in MBH neurons.
Additional studies are required to decipher which pathway(s) triggers POMC neurons activation in

response to ODN.

This study supports the idea that astrocyte derived ODN might be involved in hypothalamic nutrient
sensing. The recent study by (Lanfray et al. 2013) demonstrated that ODN secretion is increased by
glucose in hypothalamic explants. In addition, they show that the anorectic action of glucose was
blunted by the ODN-GPCR antagonist. Together, this suggests that ODN is a glucose-induced
gliotransmitter targeting hypothalamic neurons to decrease feeding. Previous studies suggested that
POMC neurons are activated by glucose (Parton et al. 2007, Hu et al. 2014). However, it is still unclear
whether glucose directly activates POMC neurons (Fioramonti et al. 2007). Other studies have also
suggested that POMC neurons can be activated by oleic acid in a mechanism requiring its B-oxidation
but independently of glutamatergic and GABAergic signalling (Jo et al. 2009). Our results add an
important piece to the endozepine signaling puzzle by showing that ODN specifically activates
anorectic POMC neurons in the ARC to decrease feeding and regulate metabolic responses via the
MC4R. Together with (Lanfray et al. 2013), our findings support a model in which both fatty acid and
glucose-induced POMC neurons activation could be dependent on ODN secretion by astrocytes. More
generally, our results support the emerging concept that hypothalamic astrocytes and astrocyte-
derived signals, or gliotransmitters, play a key role in the regulation of metabolic neurocircuits activity

and energy balance.
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CONCLUSION

In summary, our study demonstrates that ACBP in astrocytes plays a crucial role in the regulation of
energy balance and feeding behavior through the detection of nutrients such as glucose and fatty
acids, which can be exacerbated by the consumption of energy rich. Also, that ODN can act as a
gliotransmitter in order to specifically activate POMC neurons of the hypothalamus in a manner
entirely dependent on the ODN-GPCR to decrease feeding and regulate metabolic responses via the
MCA4R. These findings open new research avenues related to the control of energy balance by
hypothalamic astrocytes and their contribution to the etiology of the development of metabolic

diseases.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1: Validation of ACBP KO in GFAP astrocytes. A- Colocalisation of ACBP (green) and GFAP (red)
in ACBP" (control; left pannel) and ACBP""; GFAP-Cre (KO; right pannel) mice by
immunofluorescence in the mediobasal hypothalamus. B- Fold expression of ACBP over actin

measured by Q-PCR in ARC and VMH from control and KO mice. *** p<0.001. Student t-test, n= 4.

Figure 2: ACBP loss of function in GFAP astrocytes increases body weight and feeding behavior on
chow fed mice. A- Body weight gain and B- cumulative food intake of ACBP*/*; GFAP-Cre (WT; light
gray line with open circles), ACBP™*; GFAP-Cre (HET; dark gray dotted line with triangles) and ACBP™";
GFAP-Cre (KO; black line and black squares) of individually housed mice over 12 weeks and fed with
standard Chow. C- Energy expenditure corrected to lean mass (Cal/g of lean mass), measured over 48
h in CLAMS following a 24 h habituation period at the end of the 12 weeks BW and FI measurement
period. D- Area under the curve (AUC) of 24 h dark and light cycles. E- Locomotor activity and F- AUC
of locomotor activity measured by the number of beam breaks. ACBP*/*; GFAP-Cre (WT; white bars),
ACBP™*; GFAP-Cre (HET; gray bars) and ACBP"f; GFAP-Cre (KO; black bars). ** p<0.01 Two-way

ANOVA followed by Bonferroni post hoc test, n=8-10/group.

Figure 3: ACBP"/; GFAP-Cre mice are more prone to Diet Induced Obesity (DIO) on a High Fat diet
(HF). A- Body weight gain and B- cumulative food intake of ACBP*/*; GFAP-Cre (WT; light gray line with
open circles), ACBP"*; GFAP-Cre (HET; dark gray dotted line with triangles) and ACBP™f; GFAP-Cre
(KO; black line and black squares) of individually housed mice over 16 weeks and fed a HF diet. C-
Total fat and lean mass D- Visceral (intraperitoneal), subcutaneous (inguinal) white adipose tissue and
brown (extrascapular) adipose tissue depots weights of ACBP*/*; GFAP-Cre (WT; white bars), ACBP™*;
GFAP-Cre (HET; gray bars) and ACBP"f; GFAP-Cre (KO; black bars). E- Glucose tolerance test after a 5
h fast and administration of 1.5 mg/kg glucose intraperitoneally. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
Two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test, n=8-11/group.

Figure 4: Metabolic impairments in ACBP"f; GFAP-Cre mice fed a HF diet during 16 weeks. A-

Energy expenditure corrected to lean mass (Cal/g of lean mass) and C- locomotor activity measured

over 48 h in CLAMS following a 24 h habituation period at the end of the 16 weeks BW and Fl
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measurement period of ACBP**; GFAP-Cre (WT; light gray line with open circles), ACBP"*; GFAP-Cre
(HET; dark gray dotted line with triangles) and ACBP™; GFAP-Cre (KO; black line and black squares).
B- AUC of energy expenditure and D- locomotor activity of 24 h dark and light cycles. ACBP*/*; GFAP-
Cre (WT; white bars), ACBP*; GFAP-Cre (HET; gray bars) and ACBP™"; GFAP-Cre (KO; black bars). *

p<0.05 Two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test, n=8-11/group.

Figure 5: Central regulation of energy homeostasis and food intake by ODN is MC4R-dependent. A-
Cumulative food intake in fasted MC4R WT or KO mice injected ICV with saline or ODN (100 ng). B-
Respiratory exchange ratio (RER, top panel), energy expenditure (middle panel) and locomotor
activity (bottom panel) in MC4R WT or KO injected ICV with saline or ODN (100 ng). A, * p<0.05, **
p<0.01. Student t-test, n=7-8/group. B-D, * p<0.05, ** p<0.01. Two-way ANOVA followed by

Bonferroni post hoc test, n=7-8/group.

Figure 6: ODN activates POMC neurons in the ARC. A- POMC-GFP neuron (thick white arrow)
visualized with x60 objective under infrared (left panel) and (right panel) fluorescent light during a
patch-clamp recording (the white thin arrow shows the recording pipette). B- Representative cell-
attached recording of a POMC-GFP neuron activated by ODN (1 nM, thick black bar above the trace).
C- Quantification of action potential (AP) frequency in POMC (n = 9) and non-POMC (n = 15) neurons
before (control; over the last 60 sec before ODN application), during (ODN, over the last 60 sec of
ODN application) and after (reversal, over 60 sec, 10 min after ODN application) ODN application, **

p<0.01 vs. control. One-Way ANOVA in repeated measures followed by Bonferroni post hoc test.

Figure 7: ODN decreases sIPSC frequency in ARC neurons. Representative voltage-clamp whole-cell
recording of a A- POMC or C- non-POMC (bottom panel) neuron before (control, over the last 4 min
before ODN application) or during ODN application (over the last 4 min of 10 min ODN application).
Quantification of sIPSC frequency of B- POMC (n = 6) and D- non-POMC (n = 5) neurons before
(control; over the last 4 min before ODN application), during ODN application (ODN, over the last 4

min of 10 min ODN application). * p<0.05 vs. control. Paired Student t-test.

Figure 8: ODN activation of POMC neurons is independent of GABAA receptor inhibition but is

mediated through unknown GPCR. A- Representative cell-attached recording of a POMC-GFP neuron
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in the presence of (X Y Z, dotted bar) and ODN (1 nM, black bar), ** One way ANOVA P < 0,005 vs
control, # One way ANOVA P < 0,05 vs Inhibitors, n=9. B- Quantification of action potential (AP)
frequency in POMC neurons (n = 9) before (control; x seconds before application of X Y Z), during
application of X Y Z inhibitors (inhibitors; x seconds ...) and during concomitant application of X Y Z
and ODN 1 nM (inhibitors + ODN; x seconds etc). C- Representative bright-field image of cultured
dissociated MBH cells (x20 objective, scale bar = 40 um). D, F- Representative calcium imaging traces
of a MBH neuron activated by ODN (1 nM) in absence D- or presence F- of the ODN GPCR antagonist
cyclo1-8[dLeu5]OP (cdLOP) (10 nM). E- Percentage of ODN-responsive neurons in MBH dissociated
neuron culture (left panel) and quantification of ODN response intensity (AUC; right panel) with or
without cdLOP (ODN: n=36 ODN responsive / 425 total cells ; ODN + cdLOP: n = 17 ODN responsive/

455 total cells, 3 independent cultures). * p <0.05. paired Student t-test.
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La régulation de I'homéostasie énergétique repose sur la capacité de I'organisme a moduler les
apports et les dépenses énergétiques, soit les deux aspects de la « balance énergétique », pour pallier
a ses besoins énergétiques. L'organisme peut moduler la disponibilité des nutriments via 'apport
exogene en nutriment (prise alimentaire), ou via ses réserves internes sous forme de glycogéne et de
TAG. Il est admis que cette régulation se fait principalement dans I’"hypothalamus puisqu’il est capable
de détecter les variations dans la disponibilité des nutriments et d’engendrer les réponses
appropriées sur la balance énergétique. Ainsi en 1953, deux théories ont été proposées pour
expliquer le controle de la prise alimentaire par I’hypothalamus, soit I’hypotheése « lipostatique » de
Kennedy et «glucostatique » de Mayer (Kennedy 1953, Mayer 1953, 1955). Selon Kennedy,
I"augmentation des dép6ts adipeux induirait la sécrétion de signaux adipeux détectés dans le cerveau
pour diminuer la prise alimentaire tandis que Mayer suggére que les variations de la glycémie sont
détectées pour moduler la prise alimentaire. Ces travaux ont ouvert la porte a plusieurs études
subséquentes sur la détection centrale des nutriments et les implications sur le controle de la prise

alimentaire.

Etant donné que le cerveau utilise principalement le glucose pour sa production d’ATP, les
mécanismes centraux de sa détection ont beaucoup été étudiés (Marty et al. 2007, Thorens 2012).
Les mécanismes par lesquels le glucose active certaines populations neuronales sont relativement
bien compris. A l'inverse, les mécanismes de détection des acides gras sont moins bien compris.
Contrairement au glucose, les acides gras sont une catégorie de molécules variées pouvant avoir une
chaine de 4 a 26 carbones qui peut étre saturée, mono ou polyinsaturée. La variété et la classification
des acides gras est brievement résumé au Tableau 1. Ceci rajoute un certain niveau de complexité aux
différentes études portant sur leur détection dans le cerveau. Ces différents types d’acides gras
peuvent ainsi étre transportés ou non vers le cerveau, produire des effets différents, et avoir des
devenirs métaboliques variables en fonction de la longueur de leur chaine de carbone et leur degré
d’instauration. Des exemples les plus marquants sont les effets différentiels des acides gras saturés et
insaturés dans le cerveau sur la prise alimentaire. L’administration d’acides gras mono ou
polyinsaturés en ICV diminue la prise alimentaire tandis que I'administration d’acides gras saturés n’a
aucun effet (Obici et al. 2002, Schwinkendorf et al. 2011). Un autre exemple est le devenir différent
du DHA et de I'EPA, deux acides gras polyinsaturés ayant une longueur de chaine et un niveau

d’instauration similaire. Le DHA est principalement estérifié et devient un composant essentiel des
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membranes cellulaires tandis que I'EPA est rapidement oxydé (Chen et al. 2009, Chen and Bazinet

2015).

La détection des nutriments, comme le glucose, est souvent dépendante d’'un changement dans la
concentration d’ATP suite a son oxydation. La détection des acides gras ne peut donc étre étudiée
sans prendre en compte le métabolisme du glucose. Si I'on se fie au modéle de la cellule B
pancréatique, qui est capable de détecter le glucose et les acides gras, il a été observé dans ce type
cellulaire que le métabolisme des acides gras était couplé a celui du glucose (Prentki et al. 1992,
MacDonald et al. 2005). Ainsi, 'augmentation des niveaux de glucose inhibe I'oxydation des acides

gras, tandis que sa diminution est permissive a I'oxydation des acides gras.

Plusieurs études ont déja démontré plusieurs formes de détection centrale des acides gras:
I"accumulation des Acyl-CoA intracellulaire est un signal anorexigéne (Pocai et al. 2005), la baisse des
niveaux circulants de NEFA entraine une activation de I'axe HPA, les TAG sont détectés dans les aires
mésolymbiques pour moduler "aspect récompensant des diétes riches en gras (Cansell et al. 2014).
Par contre, plusieurs questions restent sans réponse définitive concernant la détection des acides
gras, quel type d’acide gras est détecté, leur métabolisme intracellulaire est-il requis pour leur

détection ainsi que le type cellulaire impliqué dans cette détection.

L'ensemble des travaux ayant contribué a la complétion de cette these a pour but d’évaluer
I'implication du métabolisme central des acides gras dans le controle de I’homéostasie énergétique
par ces derniers et d’identifier des mécanismes par lesquels les acides gras seraient capables de
moduler la prise alimentaire et la balance énergétique. lls peuvent étre séparés en trois volets ayant

conduit a la publication de deux articles et a la soumission d’un troisieme.

La premiére étude a pour but de caractériser la régulation du métabolisme des acides gras par le
glucose et de déterminer si cette régulation est affectée par le type cellulaire, la région cérébrale ou
par le type d’acide gras. Un autre but de cette étude était d’identifier un mécanisme expliquant cette
régulation. Les résultats générés par cette étude ont permis I'identification d’un couplage entre le
métabolisme du glucose et des acides gras dans le cerveau qui dépend de I’AMPK. Ce couplage est
affecté par le type d’acide gras, notamment par le degré de saturation, ainsi que de la région

cérébrale, cortex ou MBH.
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La deuxieme étude a pour but d’identifier les mécanismes intracellulaires du métabolisme des acides
gras dans le cerveau et plus particulierement, I'implication d’ACBP, une protéine de liaison des Acyl-
CoAs connue pour étre impliquée dans ce processus dans la périphérie. Un deuxieme but de cette
étude était d’évaluer si le métabolisme intracellulaire des acides gras dans le cerveau était régulé de
facon différente pour les acides gras saturés et insaturés. Nos résultats ont permis de montrer pour la
premiere fois qu’ACBP, tout comme en périphérie, est impliqué dans la régulation de I'oxydation et

I'estérification des acides gras insaturés dans le CNS.

Finalement, le but de la troisieme étude est de déterminer I'implication d’ACBP ainsi que son produit
de clivage ODN, dans le contréle de la prise alimentaire via I'activation des neurones POMC et de la
voie des mélanocortines, ainsi que dans le développement de l'obésité in vivo. Nos données,
générées via I'utilisation de souris ou ACBP a été invalidée dans les astrocytes du CNS, nous montrent
gue dans les astrocytes, ACBP a un effet sur la prise alimentaire et les dépenses énergétiques qui se
traduisent par une prise de poids accrue. Cette troisieme étude nous a permis de confirmer I'effet
anorexigene d’ODN dans le cerveau et de démontrer I'importance de la voie des mélanocortines dans
son action sur la prise alimentaire. Nous montrons aussi pour la premiere fois une activation directe
et spécifique des neurones anorexigenes POMC par I'endozépine ODN dans le MBH de maniéere

indépendante de son action sur le récepteur GABAA.

Etude 1

Dans le but d’évaluer la régulation du métabolisme des lipides par le glucose dans les deux types
cellulaires principaux du cerveau, soit les neurones et les astrocytes, et de déterminer la contribution
de ces deux acteurs a ce couplage métabolique, nous avions besoin de modeéles cellulaires
représentant ces deux types cellulaires de fagon séparée. Pour étudier la composante neuronale,
nous avons choisi de travailler sur des lignées cellulaires hypothalamiques immortalisées. Nous avons
choisi de ne pas utiliser de cultures primaires de neurones puisque cette approche ne nous
permettait pas d’utiliser des neurones de I’hypothalamus. Les cultures primaires de neurones sont
générées a partir de cerveau embryonnaire, nous étions ainsi limités par la quantité de matériel
biologique dans I'hypothalamus a un stade prénatal (généralement E18). Nous aurions pu générer ces

cultures a partir du cortex, par contre nous nous attendions a observer ce couplage uniquement dans
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I’hypothalamus (Minokoshi et al. 2004). En effet, selon notre hypothese, le couplage du métabolisme
des acides gras avec le glucose est une des composantes de la détection des nutriments et
particulierement des acides gras dans le cerveau. La nécessité d’avoir un modele hypothalamique et
la taille de cette structure dans le cerveau embryonnaire a donc motivé notre choix. Le choix des
lignées neuronales hypothalamiques GT1-7 et N46, caractérisées par leur sécrétion d’AgRP et de NPY
respectivement, était fondé sur des études préalables montrant que ces lignées sont capables de

détecter le glucose (Madadi et al. 2008, Beall et al. 2012).

Dans le CNS, les cellules ayant la plus grande capacité a métaboliser les acides gras, voir méme les
seules cellules capables d’oxyder ces derniers sont les astrocytes (Edmond et al. 1987, Escartin et al.
2007). Etant donné leur importance dans le métabolisme des acides gras, il était essentiel pour nous
d’avoir un modeéle représentant le plus précisément ce type cellulaire. Nous avons ainsi décidé de
travailler sur un modele de culture primaire d’astrocytes. Contrairement aux cultures primaires de
neurones, il est relativement facile de générer des cultures d’astrocytes a partir de I’hypothalamus
d’un seul animal. De plus, bien que des lignées astrocytaires immortalisées soient disponibles et
relativement faciles a maintenir, celles-ci sont générées a partir de matériel cortical. Il était donc
impossible pour nous d'utiliser ces cellules pour étudier les caractéristiques du métabolisme

hypothalamique des acides gras.

J'ai donc développé et mis au point dans le laboratoire, un modele de culture primaire d’astrocytes
hypothalamique de souris. A ma connaissance, aucun modéle de culture primaire d’astrocytes
hypothalamique provenant d'une seule souris n’avait été rapporté dans la littérature. J'ai donc
caractérisé et validé le premier modéle d’astrocytes hypothalamique de souris. J'ai aussi généré en
parallele, des cultures primaires d’astrocytes provenant du cortex. Ces cultures ont été générées pour
déterminer si les astrocytes pouvaient étre métaboliquement différents selon leur provenance. Ces
cultures corticales auraient aussi servi a remplacer les cultures hypothalamiques au cas ou leur

utilisation s’avérait plus compliquée que prévu.

Dans le cerveau, les astrocytes et les neurones forment une unité fonctionnelle connue sous le nom
de synapse tripartite (Araque et al. 1999). De plus, plusieurs études suggerent que le métabolisme du
glucose (Magistretti and Pellerin 1999) et des acides gras (Guzman and Blazquez 2001) requiert la
participation de ces deux types cellulaires. Cette association métabolique entre astrocytes et

neurones est connue comme la navette de lactate et des corps cétoniques et a été décrite dans les
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sections précédentes. |l était ainsi essentiel d’avoir un modele dans lequel les interactions astrocytes-
neurones sont préservées dans le but de confirmer nos observations dans les modeéles cellulaires.
L'utilisation de techniques non invasives pour mesurer le métabolisme oxydatif des acides gras in
vivo, notamment via |'utilisation d’acides gras marqués au 3C et leur détection par spectroscopie par
résonance magnétique, est techniquement réalisable (Ebert et al. 2003). Par contre, ces techniques
comportent plusieurs inconvénients incluant le faible rapport signal/bruit de fond produit lié a la
détection du 3C (Cunnane et al. 2001). De plus, I’équipement et I'expertise requise a la mise au point

de ces techniques dans notre labo n’étaient pas facilement accessibles.

Nous nous sommes donc tournés vers un modele de cultures d’explants ex vivo adapté a partir de
protocoles utilisés pour les enregistrements électrophysiologiques. Ce modeéle a été mis au point et
validé conjointement avec une autre étudiante au PhD du laboratoire, Bouchra Taib. Ce modele a été
ajusté, principalement au niveau de I'oxygénation des tissus, pour pouvoir étre utilisé avec des
milieux de culture contenant de I'albumine, ce qui est nécessaire a la complexation des acides gras
ainsi que des tracteurs radio-marqués, pour étudier le métabolisme oxydatif de différents acides gras.
Un inconvénient, ou limite, de ce modele est qu’il ne tient pas en compte le transport des acides gras
a travers la BBB. A I'inverse, cette limite peut aussi étre considérée comme un avantage puisqu’il nous
permet de controler plus précisément les concentrations de traceurs et de glucose, sans nous soucier

du transport des acides gras a travers la BBB.

Couplage du métabolisme du glucose et des acides gras

Le métabolisme des acides gras et du glucose est couplé dans les tissus périphériques comme les
cellules B et les hépatocytes (Prentki et al. 1992). Il a été suggéré que ce couplage existe aussi dans le
CNS, particulierement dans les régions du cerveau capable de détecter les nutriments comme le MBH
et plus précisément I’ARC. Cependant, aucune démonstration de ce couplage n’a été faite jusqu’a
présent. Nous montrons ainsi pour la premiére fois I'existence de ce couplage dans les neurones ainsi

que les astrocytes du MBH via 'utilisation de modeles complémentaires in vitro et ex vivo.

Le métabolisme oxydatif du glucose génere de I’Acétyl-CoA qui entre dans le cycle de Krebs ou TCA

pour étre complétement oxydé en CO, et générer de I’ATP via la phosphorylation oxydative. Lorsque
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les concentrations de glucose augmentent dans ces tissus, plusieurs processus s’enclenchent pour
défavoriser I'oxydation mitochondriale des acides gras par rapport a celle du glucose. Premierement,
|"augmentation de la concentration d’Acétyl-CoA généré va favoriser sa carboxylation en Malonyl-CoA
via I’ACC. Le Malonyl-CoA ainsi généré inhibe I'activité de CPT1 et diminue I'entrée des acides gras
dans la mitochondrie. Deuxiemement, I'ATP générée par |'oxydation du glucose augmente le ratio
ATP/AMP, ce qui a pour effet d’inhiber I'activité de I’AMP-activated kinase (AMPK) et renverse
I'inhibition de I'activité de I’ACC par I’/AMPK, augmentant davantage la concentration de Malonyl-CoA.
Le couplage du métabolisme de ces deux molécules riches en énergie est un processus qui semble
étre lié a la détection des nutriments, nous pouvons nous attendre a observer ce couplage dans les

régions du CNS impliqué dans ce processus.

Le glucose est capable d’inhiber I'activité de I’AMPK via sa déphosphorylation dans nos trois modeles
hypothalamiques. Ceci est accompagné d’une diminution de I'oxydation des acides gras dans ces trois
modeles. Cette inhibition n’est pas observée dans les astrocytes et les explants d’origine corticale.
L'activation pharmacologique de I'AMPK par le 5-Aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide
(AICAR) lorsque les concentrations de glucose favorisent I'inhibition de I'oxydation B restaure les taux
d’oxydation du palmitate. Comme attendu, I’activation pharmacologique de 'AMPK n’est efficace

pour augmenter I'oxydation du palmitate que dans les régions hypothalamiques.

Le couplage entre le métabolisme du glucose et des acides gras est un processus AMPK dépendant et
n'est observé que dans le MBH. Ces observations s’accordent parfaitement avec des données
antérieures suggérant que l'activité de I'AMPK dans le MBH est sensible aux variations des
concentrations du glucose induites par I'hypoglycémie ou la glucopénie, via l'injection ICV de 2-DG,
tandis gu’elle est insensible a ces signaux dans le cortex (Minokoshi et al. 2004, Han et al. 2005,
Alquier et al. 2007). Ceci est compatible avec le réle de ’AMPK en tant que senseur métabolique
puisque son activité semble étre sensible au glucose uniquement dans les régions du cerveau

impliqué dans sa détection.

L'inefficacité de nos traitements avec I'AICAR, un activateur de I’AMPK, a moduler I'oxydation du
palmitate dans les astrocytes corticaux est en contraste avec les observations faites sur des astrocytes
corticaux chez le rat ou I'activation de I’AMPK par I’AICAR produit une augmentation de la cétogenese
a partir du palmitate (Blazquez et al. 1999). Plusieurs explications peuvent étre proposées pour

expliquer ces différences, incluant des conditions de cultures différentes, ou liées a des différences
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entre les astrocytes de rat et de souris. De plus, le fait que dans notre modeéle d’astrocytes corticaux,
I’AICAR augmente la phosphorylation de 'AMPK sans affecter I'oxydation des acides gras semble
suggérer que l'oxydation du palmitate est déja a son maximum. L’insensibilit¢ de I'AMPK a
|"augmentation de la concentration en glucose dans le cortex n’est pas attribuable a une différence
dans I'utilisation ou l'oxydation du glucose. En effet, nous observons des taux d’utilisation et
d’oxydation du glucose sont identiques dans les astrocytes hypothalamiques et corticaux. De plus, on
observe les mémes niveaux d’augmentations de [l'utilisation du glucose dans les explants

hypothalamiques et corticaux.

Les changements dans la concentration de glucose peuvent aussi réguler la partition entre oxydation
et estérification des acides gras. L'entrée des acides gras dans la cellule est suivie rapidement par leur
activation en Acyl-CoA par différentes ACS. Ces Acyl-CoAs peuvent étre dirigés vers des processus
cataboliques, comme I'oxydation B, ou anaboliques, comme la synthese des glycérolipides ou des
phospholipides membranaires (Grevengoed et al. 2014). Etant donné I'importance de ces différents
types de lipides complexes au bon fonctionnement des cellules, soit dans la régulation de I'expression
génique ou la synthése des membranes lipidiques, cette partition entre oxydation et estérification
des acides gras se doit d’étre régulée. Jusqu’a maintenant, nous ne savions pas si cette régulation
pouvait étre affectée par le statut nutritionnel ou par d’autres nutriments comme le glucose. Nous
montrons ainsi pour la premiere fois que les changements dans la concentration de glucose sont
capables de réguler I'estérification du palmitate dans nos modeéles de neurones et d’explants
hypothalamiques. L’augmentation des niveaux de glucose dans ces deux modéles entraine une
augmentation de I'estérification du palmitate en DAG ainsi qu’en TAG. Cette augmentation des taux
d’estérification est aussi accompagnée d’'une augmentation des niveaux d’expression de plusieurs
enzymes impliqués dans ce processus tel que les 1-acylglycerol-3-phosphate acyltransférase 1, 5, 7 et
8, et diacylglycerol acyltransférase 1. Bien que ces enzymes soient exprimés dans les astrocytes, ce

processus ne semble pas étre régulé par le glucose dans ces cellules.
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Régulation différentielle du métabolisme des acides gras saturés et insaturés

Différents acides gras peuvent avoir des effets différents et ne sont peut-étre pas détectés ou
métabolisés de la méme facon. Un des exemples les plus marquants est I'effet différentiel des acides
gras saturés et insaturés sur la prise alimentaire ou les acides gras insaturés, comme l'oléate, inhibent
la prise alimentaire et la production hépatique de glucose tandis que les acides gras saturés, comme

le palmitate, n’ont aucun effet (Obici et al. 2002, Schwinkendorf et al. 2011).

Effectivement, nous observons dans notre modele d’explants hypothalamiques que I'oxydation du
palmitate et de I'oléate sont régulés différemment en réponse aux variations des concentrations du
glucose. Le glucose inhibe I'oxydation du palmitate dans ce modeéle tandis qu’il n’a aucun effet sur
'oléate. Ceci peut étre expliqué par une oxydation peroxisomale de l'oléate plutét que
mitochondriale. L'oxydation des acides gras dans le peroxysome ne dépend pas de |'activité de CPT1.
Ceci est compatible avec nos observations puisque I'inhibition de CPT1 par I'étomoxir n’a aucun effet
sur 'oxydation de I'oléate tandis qu’elle inhibe presque complétement I'oxydation du palmitate dans
les explants hypothalamiques. Cette explication est compatible avec le fait que les Acyl-CoAs saturés
ont un effet inhibiteur sur I’ACC plus prononcé que les Acyl-CoAs insaturés. Le palmitoyl-CoA et le
stéaroyl-CoA ont une constante d’inhibition de I’ACC beaucoup plus faible que I'oléyl-CoA (Ogiwara et
al. 1978, Nikawa et al. 1979). Ceci serait probablement un mécanisme pour prévenir I'accumulation

d’Acyl-CoA saturé par I'inhibition de leur oxydation mitochondriale.

Tout comme avec son oxydation, nous observons que |'estérification de I'oléate en DAG et en TAG
n’est pas modulée par le glucose dans nos modeles neuronaux ou d’explants hypothalamiques, et ce,
en dépit d’'une augmentation de I'expression des enzymes impliqués dans I'estérification des Acyl-
CoAs (GPAT, AGPAT et DGAT). Une explication potentielle pour expliquer la régulation différentielle
de I'estérification de I'oléate est que, lors d’'une augmentation des concentrations en glucose, I'oléyl-
CoA soit moins disponible que le palmitoyl-CoA pour étre estérifié étant donné que son oxydation
n’est pas inhibée par le glucose. Par contre, ceci n’explique par le fait que I'estérification de I'oléate
en TAG soit plus élevée que celle du palmitate. Ceci confirme en effet un devenir intracellulaire et une

régulation différentielle des différents types d’acides gras dans I’hypothalamus
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Métabolisme des acides gras dans le cerveau

Dans cette étude, nous avons mis en évidence la forte capacité d’oxydation des acides gras de
I’hypothalamus lorsqu’elle est comparée a d’autres régions du cerveau comme le cortex ou a des
tissus périphériques impliqués dans le métabolisme des acides gras tels le foie et le muscle (le soleus
dans notre étude). Ceci corrobore des observations faites dans les années 80 et 90 montrant que les
niveaux d’oxydation du palmitate sont plus élevés dans le VMH que dans le cortex, et qu’ils peuvent
méme étre plus élevés que dans le foie (Kasser et al. 1985, Beverly and Martin 1991). Ces études ainsi
qgue la nétre utilisent un modéle d’explant ex vivo qui contourne le transport des acides gras dans le
cerveau a travers la BBB et fournit une quantité d’acides gras potentiellement supérieure a ce qui
peut étre observé in vivo. En dépit de cette limite, ces études montrent que le cerveau,
particulierement I’hypothalamus, posséde la machinerie nécessaire a I'oxydation des acides gras et
gu’il a une grande capacité d’oxydation des acides gras. En effet, les acides gras peuvent contribuer
jusgqu’a 20 % de la production énergétique in vivo du cerveau chez le rat (Ebert et al. 2003). Une autre
observation qui ressort de notre étude, et qui valide en quelque sorte nos choix de modeles
cellulaires, est que les astrocytes ont un taux d’oxydation du palmitate 2 a 3 fois plus élevé que les
neurones en culture. Ceci est compatible avec les indications qui suggérent que les astrocytes sont les

seules cellules a pouvoir oxyder de facon efficace les acides gras (Edmond et al. 1987).

Ceci étant dit, nous aurions pu nous attendre a observer une plus grande différence entre |'oxydation
astrocytaire et neuronale du palmitate, il faut toutefois prendre en considération que nos mesures
d’oxydation neuronales ont été effectuées dans des lignées neuronales immortalisées. Ces neurones
immortalisés sont capables de survivre en absence d’un support métabolique des astrocytes, ce qui

n’est pas le cas in vivo si I'on se fie a I’hypothése de I’ANLS (Pellerin and Magistretti 1994).

Les taux d’oxydation des acides gras ne sont pas uniformes a travers les différentes régions du
cerveau. L'oxydation hypothalamique du palmitate est beaucoup plus importante que dans les
explants corticaux. Cette différence n’est pas observée entre les astrocytes hypothalamiques et
corticaux. Ces deux observations, qui peuvent sembler contradictoires, peuvent étre expliquées par le
fait que I'oxydation des acides gras serait presque exclusivement astrocytaire (Edmond et al. 1987,
Escartin et al. 2007). En effet, les astrocytes contribuent a la majorité de I'oxydation des acides gras

dans nos explants, ainsi les niveaux plus élevés d’oxydation du palmitate dans les explants
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hypothalamiques refletent la plus forte densité d’astrocyte dans cette région par rapport au cortex

(Emsley and Macklis 2006).

Contrairement a ce qui a été rapporté dans la littérature sur le métabolisme du glucose dans les
astrocytes en culture (Edmond et al. 1987, Zwingmann and Leibfritz 2003), nous rapportons que plus
de la moitié du glucose utilisé par les astrocytes est completement oxydé en CO,. Nous savons que les
astrocytes ont la machinerie nécessaire a I'oxydation du glucose et qu’ils ont une capacité oxydative
équivalente a celle des neurones (Hertz et al. 2007). De plus, lorsque I'on considére I’hypothése de la
navette du lactate ou « I’ANLS », et la disponibilité des différents substrats, il n’est pas surprenant
d’observer de si haut taux d’oxydation du glucose dans les astrocytes. Brievement I'augmentation
rapide de I'activité neuronale est accompagnée d’une relache de glutamate qui est transporté par les
astrocytes. Ce dernier va stimuler la glycolyse et la synthése de lactate a partir du glucose qui sera
acheminé au neurone en activité pour la production de I’ATP nécessaire au maintien des AP. Le
glutamate transporté dans les astrocytes peut étre recyclé et réacheminé au neurone sous une forme

non neuroactive, la glutamine, ou il peut étre oxydé dans le TCA mitochondrial (McKenna 2012).

Dans notre modeéle, les astrocytes sont cultivés en absence de neurones, le glucose disponible en
exces est ainsi dirigé soit vers la glycogénogeneése ou vers son oxydation dans le TCA. De plus, il a déja
été montré que I'addition de glutamate a pour effet d’augmenter I'oxydation de ce dernier tout en
diminuant I'oxydation d’autres substrats comme le glucose, le lactate et les corps cétoniques
(McKenna 2012). De plus, les astrocytes sont responsables d’environ 30 % de la consommation totale
d’oxygene dans le cerveau, en grande partie via I'oxydation du glutamate (Lebon et al. 2002, Hertz
2006). Nos observations, montrant des hauts taux d’oxydation du glucose dans les astrocytes, en
accord avec ces études récentes remettent en cause le dogme du métabolisme exclusivement

glycolytique des astrocytes.

L'implication du couplage métabolique dans la détection des acides gras

Il est relativement bien établi maintenant que le métabolisme des acides gras peut étre impliqué dans
leur détection et donc important pour lI'effet de ces derniers sur la prise alimentaire et le

métabolisme du glucose (Obici et al. 2003, Lam, Pocai, et al. 2005, Pocai et al. 2005, Pocai et al. 2006).
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Bien que ces études ne soient pas focalisées sur I'action centrale du glucose sur la détection des
acides gras, elles suggerent un role CPT1 dépendant des acides gras sur la prise alimentaire et la
production hépatique de glucose. Nous montrons dans notre premiéere étude que le glucose peut agir
au niveau central pour moduler le métabolisme de certains acides gras de facon AMPK et CPT1
dépendante. Le couplage métabolique du glucose et des acides gras devient un acteur important dans
la détection des acides gras dans le MBH. En effet, la détection des acides gras peut étre dépendante
de la concentration de glucose. Ceci est mis en évidence par des études électrophysiologiques
montrant que l'activation des neurones de I’ARC par les acides gras, notamment |'oléate, se fait en
fonction de la concentration extracellulaire de glucose (Wang, Cruciani-Guglielmacci, et al. 2006). Les
auteurs montrent que chez les animaux nourris et lorsque les concentrations de glucose sont élevées,
I'oléate a un effet excitateur sur les neurones de I’ARC, tandis que chez les animaux a jeun ou a de

faibles concentrations de glucose, il a un effet principalement inhibiteur.

L'importance de la modulation du métabolisme des acides gras par le glucose dans la détection des
acides gras et leur effet anorexigéne est renforcée par une autre étude montrant que le métabolisme
des acides gras contribue a I'activation des neurones anorexigenes POMC dans I’ARC (Jo et al. 2009).
Cette derniere montre que I'activation de ces neurones par I'oléate est un processus qui dépend de
CPT1. En effet, l'inhibition de cette derniére par des inhibiteurs pharmacologiques ou via
I"augmentation de la concentration de malonyl-CoA, prévient I'activation des neurones POMC par
I'oléate. Un autre paralléle entre ce papier et notre étude est que I'activation dépend de I'acide gras
utilisé, soit I'oléate par rapport a I'octanoate. Finalement, (Jo et al. 2009) observent une plus grande
proportion de neurones POMC activés par I'oléate a de faibles concentrations de glucose. Les auteurs
expliquent ces observations par une inhibition de CPT1 lorsque les concentrations en glucose sont
élevées. Ceci n’est pas compatible avec I'absence d’inhibition de I'oxydation de I'cléate par le glucose
gue nous observons dans nos explants hypothalamiques. Ces différences peuvent étre dues au fait
gu’ils sont capables de mesurer I'activité électrique d’une population spécifique de neurones, les
neurones POMC, tandis que notre modele ne nous permet pas une telle résolution. De plus, nos
observations ainsi que les leurs sont compatibles avec I'effet anorexigéne de I'administration d’oléate
en ICV puisqu’elle active une population de neurones anorexigenes de I'ARC sans affecter la

population de neurones orexigénes de ce noyau.
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Ainsi, I'ensemble des résultats obtenus lors de cette étude montrent que le métabolisme
intracellulaire des acides gras est un processus régulé par le glucose de fagon AMPK dépendent. Cette
régulation est spécifique au type d’acide gras ainsi qu’a la région cérébrale. De plus, le métabolisme
des acides gras semble étre plus important dans les astrocytes que dans les neurones. Nos résultats
mettent en évidence la forte capacité oxydative des cellules du MBH, particulierement celle des
astrocytes. Contrairement au dogme voulant que les astrocytes soient exclusivement glycolytiques,
nous mettons en évidence leur haute capacité oxydative, ceci renforce I'idée que les cellules gliales
sont impliquées dans la détection des nutriments, particulierement dans le cas des acides gras via un
mécanisme similaire a ce qui est observé dans les cellules B pancréatiques impliquant 'AMPK. Etant
donné I'importance du métabolisme des acides gras dans leur détection et I'activation des neurones
anorexigenes de I’ARC, il est important pour nous de mieux comprendre le mécanisme de leur
métabolisme intracellulaire dans le cerveau. Ainsi pour notre deuxiéme étude, nous nous sommes
intéressés au métabolisme intracellulaire des acides gras dans le cerveau et a I'implication de la

protéine ACBP dans ce processus particulierement dans les cellules astrogliales.

Etude 2

Comme il a été mentionné plus haut, les acides gras peuvent avoir plusieurs effets sur 'homéostasie
énergétique au niveau central, que ce soit sur la prise alimentaire ou la régulation de la production
hépatique du glucose (Lam, Pocai, et al. 2005, Lam, Schwartz, et al. 2005). Plusieurs ont aussi
rapporté que ces différents effets sont spécifiques a certains types d’acides gras. L'infusion ICV
d’acides gras a longue chaine insaturée, comme l'oléate et le DHA, module la prise alimentaire et le
métabolisme énergétique tandis que des acides gras saturés de moyennes et longues chaines, comme
I’octanoate et le palmitate, n’ont aucun effet sur ces parametres (Obici et al. 2002, Schwinkendorf et
al. 2011). 'activation par les acides gras des neurones POMC de I’ARC est dépendent de I'acide gras
utilisé puisque I'oléate, mais pas |'octanoate, active directement ces neurones (Jo et al. 2009). Les
mécanismes intracellulaires impliqués dans cette détection, o méme le type cellulaire dans
lesquelles elle se produit n’est toujours pas élucidé. Certains ont suggéré que |’oxydation B de ces
acides gras dans le CNS est requise pour leurs effets en périphérie, notamment sur le contréle du

glucose sanguin (Cruciani-Guglielmacci et al. 2004). D’autres ont émis I’hypothése que I'accumulation
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intracellulaire sous forme d’Acyl-CoA soit le signal nécessaire a la modulation de la prise alimentaire
(Obici et al. 2003). Cependant, ces différentes études s’accordent pour dire que la détection
hypothalamique des acides gras est importante a la régulation de I’'homéostasie glucidique (Lam,

Pocai, et al. 2005) et qu’elle produit des effets de différents selon la saturation de la chaine.

Suite a leur transport dans la cellule, les acides gras libres a longue chaine sont estérifiés en Acyl-CoAs
par différentes protéines, ces derniers sont alors liés par une protéine de liaison ACBP. La liaison de
ces Acyl-CoA a ACBP a pour effet de les stabiliser en les protégeant contre I’hydrolyse (Martin et al.
2003). En plus de son réle de protéine de liaison, ACBP est capable d’acheminer les Acyl-CoAs vers
leurs différentes voies métaboliques ou signalétiques (Faergeman and Knudsen 1997). Ces roles
d’ACBP dans le métabolisme des acides gras sont relativement bien établis dans les tissus
périphériques. Bien que cette protéine soit fortement exprimée dans le cerveau, aucune étude visant
a caractériser son role dans le métabolisme central des acides gras n’a été effectuée. Les roles d’ACBP
dans le cerveau, ol cette protéine a été identifiée pour la premiére fois sous le nom de Diazépam
Binding Inhibitor ou DBI, se limitent a son action en tant que peptide sécrété par les astrocytes puis

clivé pour la modulation de I'activité du récepteur des benzodiazépines et de la prise alimentaire.

Ainsi, dans le cadre de notre deuxiéme étude, nous nous sommes focalisés sur la caractérisation du
role d’ACBP dans le métabolisme intracellulaire des acides gras dans le cerveau. Notre objectif
principal est de déterminer si, dans le CNS, ACBP posséde ce double réle de régulateur du
métabolisme intracellulaire des acides gras en plus de son rdle de peptide sécrété par les astrocytes,
ou gliotransmetteur. Pour la réalisation de ce projet, nous nous sommes basées a la fois sur des
données de la littérature, suggérant que les astrocytes sont le site principal de I'oxydation des acides
gras dans le cerveau (Zwingmann and Leibfritz 2003, Escartin et al. 2007), ainsi que sur les résultats
obtenus lors de notre premiére étude montrant des niveaux d’oxydation plusieurs fois supérieurs
dans les astrocytes que les neurones en culture. A la lumiére de ces résultats, nous nous sommes

focalisés sur le métabolisme astrocytaire des acides gras.

Nous avons, de plus, utilisé une souris invalidée pour ACBP (ACBP Lox) récemment développée et
validée (Neess et al. 2011) par nos collaborateurs au Danemark, les Drs Susanne Mandrup et Nils
Faergeman. Nous avons choisi cette souris en dépit de I'existence de deux autres modeles
d’invalidation d’ACBP chez la souris. Ces deux modeéles présentaient des inconvénients limitant notre

capacité a les utiliser, ou rendaient tout simplement leur utilisation impossible dans notre étude. Le
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premier modéle (nm1054) est une délétion spontanée d’environ 400 kb dans le chromosome 1 qui
contient les séquences d’au moins 6 genes, dont ACBP. Ceci rend quasi impossible toute conclusion
sur le réle potentiel d’ACBP dans le métabolisme des lipides (Lee et al. 2007). Le deuxieme modele est
le produit d’une invalidation dirigée d’ACBP par recombinaison homologue, I'invalidation homozygote
d’ACBP dans ce modele est létale a I'état embryonnaire pré-implantation. Les embryons KO ne

survivent pas au-dela du stade de morula, ou stade 8-cellules (Landrock et al. 2010).

Nous avons donc mis a profit les souris ACBP Lox obtenues de nos collaborateurs ainsi que les
modeles de cultures primaires d’astrocytes et d’explants hypothalamiques qui ont été mis au point
dans le cadre de la premiere étude pour évaluer l'implication d’ACBP dans le métabolisme
intracellulaire des acides gras dans les astrocytes. Puisque les cultures primaires sont de par leur
nature plus hétérogene que les lignées immortalisées et que cette hétérogénéité peut
potentiellement moduler les niveaux de base d’oxydation et/ou d’estérification des acides gras, nous
avons fait le choix de n’utiliser que les cultures provenant de portées suffisamment larges et
comportant des nouveau-nés des trois génotypes. Nous avons donc utilisé une stratégie de
croisement HET x HET pour produire des souris WT, HET et KO. Ces souris naissaient a un ratio
mendélien, confirmant ['observation que les souris ACBP Lox n’ont pas le phénotype

développemental préimplantation observée dans la souris produite par Landrock et coll.

Avant de pouvoir entreprendre la caractérisation de I'expression d’ACBP dans le cerveau, il était
nécessaire de valider les outils nécessaires a cette caractérisation. La souris ACBP KO ayant déja été
validée (Neess et al. 2011) dans les tissus périphériques, nous n’avons eu qu’a confirmer I'efficacité
de I'ablation d’ACBP dans le cerveau. Ceci nous a permis de valider la spécificité des anticorps utilisés
dans cette étude. En effet, nous observons une perte compléte du signal ACBP dans les astrocytes et
dans le MBH des souris KO a la fois en immunofluorescence et en immunobuvardage, suggérant une

perte compléete de la protéine ainsi que la spécificité des anticorps utilisés.

L'expression d’ACBP dans le CNS, quant au type cellulaire dans lequel il est exprimé, n’est pas trés
bien définie dans la littérature. Dans de récentes études, I'expression centrale d’ACBP est décrite
comme étant exclusive aux cellules gliales (Lanfray et al. 2013). D’autres mesurent son expression a la
fois dans les astrocytes et les neurones (Christian and Huguenard 2013). Pour étre en mesure de
répondre plus définitivement a cette question, nous avons tiré profit des souris ACBP KO a notre

disposition et nous observons une expression préférentielle d’ACBP dans les cellules gliales ainsi
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gu’une expression plus faible, mais spécifique, dans certains neurones. Nous pouvons affirmer avec
certitude I'expression d’ACBP dans les neurones puisque nous avons validé la spécificité de nos
anticorps avec les souris ACBP KO. De plus, nos observations sont en accord avec les travaux de
I’équipe de Costa, le premier groupe a avoir isolé et identifié ACBP, en tant que DBI, dans les

neurones chez le rongeur (Guidotti et al. 1983).

L'expression d’ACBP est significativement plus élevée dans le MBH que dans le cortex et autres
structures du cerveau. Cette forte expression d’ACBP dans les noyaux hypothalamiques impliqués
dans la détection des nutriments, dont les acides gras, nous laisse croire qu’ACBP puisse avoir un réle
dans ce processus. De plus, ce patron d’expression est compatible avec la densité élevée d’astrocytes
dans I'hypothalamus par rapport au cortex puisque son expression est principalement gliale (Emsley
and Macklis 2006). Finalement, nous avons confirmé qu’ACBP est exprimé dans plus de 90 % des

cellules dans nos cultures d’astrocytes primaires.

Role d’ACBP dans le métabolisme central des acides gras

Contrairement a ce qui a été décrit dans la levure (Faergeman et al. 2007) et dans certains tissus
périphériques comme le foie chez la souris (Neess et al. 2011), nous n’avons pas observé de
diminution des niveaux totaux d’Acyl-CoA dans le cerveau des souris ACBP KO par rapport aux WT. En
effet, nous observons uniquement une augmentation des niveaux de Stéaroyl-CoA a la fois dans le
cortex et dans I’hypothalamus suite a I’ablation homozygote d’ACBP. L’absence d’une diminution des
niveaux totaux d’Acyl-CoA peut étre due a des mécanismes compensatoires dans le cerveau qui
seraient absents dans le foie. De plus, il est possible que la régulation des différents types d’Acyl-CoA
soit plus finement régulée dans le CNS qu’en périphérie. Nous montrons une augmentation des
niveaux de stéaroyl-CoA a la fois dans I’hypothalamus et dans le cortex des souris KO, une
observation qui s’accorde avec un modéle d’invalidation d’ACBP chez le nématode (Gaigg et al. 2001).
Nos données sur I'accumulation des Acyl-CoAs sont limitées a un nombre restreint de LCFA-CoA, or
nous savons qu’ACBP a aussi une haute affinité pour les MCFA-CoA, il est donc possible qu’une
diminution des niveaux de MCFA-CoA soit masquée étant donné le nombre limité des especes que

I'on a mesuré. Malgré I'absence de diminution marquée des niveaux d’Acyl-CoA chez les souris KO,
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I"augmentation des niveaux de stéaroyl-CoA suggere que l'invalidation d’ACBP perturbe le profil des
Acyl-CoA intracellulaire dans le cerveau et que ce dernier est requis pour le maintien de niveaux

adéquats des différents Acyl-CoA.

En plus des perturbations dans les niveaux d’Acyl-CoAs, ACBP joue aussi un role dans le métabolisme
intracellulaire des acides gras (Huang et al. 2005, Elle et al. 2011). Nous montrons, en utilisant a la fois
notre modeéle d’astrocytes en culture et des explants hypothalamiques provenant de souris ACBP WT
et KO, qu’ACBP est impliqué dans les processus d’oxydation et d’estérification des acides gras. Nous
observons une diminution de I'oxydation de I'oléate ainsi qu’une diminution de son estérification en
TAG et en PL dans notre modele d’astrocyte primaire hypothalamique. Cette diminution observée
dans notre modeéle est en accord avec d’autres études ou une surexpression d’ACBP a pour effet
d’augmenter les taux d’estérification des LCFA en TAG et PL dans le foie chez les souris (Huang et al.
2005) et ou I'ablation d’ACBP diminue I'accumulation des TAG chez le C elegans (Elle et al. 2011). De
facon intéressante, bien que nous observions des défauts d’oxydation de I'oléate a la fois dans les
astrocytes hypothalamiques et corticaux, nous n’observons aucun défaut dans I|'estérification de
I'oléate dans les astrocytes en provenance du cortex suite a I'invalidation d’ACBP. De la méme facon,
plusieurs enzymes impliqués dans |'estérification des acides gras sont régulés par ACBP différemment
dans les astrocytes hypothalamiques et corticaux. Notamment, I'expression d’AGPAT 1 et 4 est
augmentée dans les astrocytes corticaux KO, tandis qu’elle est inchangée dans les astrocytes
hypothalamiques KO. Si cette augmentation se traduit aussi par une augmentation de I’activité de ces
enzymes, celle-ci pourrait expliquer I'absence de diminution dans I’estérification de I'oléate que nous

observons dans les astrocytes corticaux.

Ces différences dans la régulation de I'estérification de I'oléate entre les astrocytes corticaux et
hypothalamiques s’ajoutent et vont dans le méme sens que les différences observées dans le cadre
de la premiére étude, ou I'on montre que la régulation du métabolisme des acides gras est régulée
par le glucose uniquement dans les astrocytes hypothalamiques. Ces différences suggerent que les
astrocytes ne sont pas un type cellulaire homogene et qu’ils peuvent avoir différentes fonctions en
fonction de leur emplacement dans le cerveau et/ou en fonction des neurones auxquels ils sont
associés. Ainsi, des astrocytes hypothalamiques sont plus susceptibles d’étre impliqués dans les divers

processus conduisant a la détection des nutriments que des astrocytes situés dans le cortex.
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Régulation différentielle du métabolisme des acides gras saturés et insaturés par

ACBP

Plusieurs études ont déja montré que les acides gras saturés et insaturés ont des fonctions différentes
dans le cerveau. Ces études montrant I'effet différentiel des acides gras touchent a plusieurs sujets
variés allant de la régulation de la prise alimentaire (Schwinkendorf et al. 2011), a la régulation de
leur métabolisme (oxydation et estérification) par le glucose (étude 1), et ayant méme des effets
différentiels sur les systemes de récompenses (Hryhorczuk et al. 2016). En accord avec ces
observations précédentes, nous montrons a nouveau que les acides gras saturés et insaturés sont
régulés de facon différentielle par ACBP dans le cerveau. En effet, nos données que le métabolisme
intracellulaire des acides gras insaturés est régulé par ACBP, tandis que les acides gras saturés ne sont

pas affectés par I'absence de cette protéine.

A la fois dans notre modéle astrocytaire et d’explants hypothalamiques, nous observons une
diminution dans les taux d’oxydation des acides gras insaturés, mais pas des acides gras saturés, suite
a l'invalidation d’ACBP. Cette disparité est aussi observée dans pour I'estérification des acides gras
dans les astrocytes hypothalamiques. Malgré la diminution de I'estérification de I'oléate en TAG et en
PL, aucune différence dans [I'estérification du palmitate n’a été observée. De plus, les taux
d’estérification du palmitate en DAG, TAG et PL mesurés dans les astrocytes ACBP KO dans le cadre de
cette étude sont identiques a ceux obtenus lors de notre premiere étude. Pour confirmer que cette
régulation différentielle n’est pas limitée au palmitate et a I'oléate, nous avons évalué l'effet de
I'invalidation d’ACBP dans les astrocytes sur I’oxydation d’especes additionnelles d’acides gras saturés
et insaturés, soit le stéarate et I'a-linolénate. Nous montrons une diminution de I'oxydation de I'a-
linolénate (C18:3) identique a celle de I'oléate (C18:1), soit une diminution d’environ 40 %. Par
contre, I'ablation d’ACBP n’a aucun effet sur I'oxydation du stéarate (C18:0). Il est intéressent de
noter que seule la présence d’une instauration a une incidence sur la régulation de I'oxydation ACBP
dépendent des acides gras. La longueur de la chaine et le nombre d’instaurations (au-dela de 1) n’ont
aucune incidence sur I'oxydation ACBP dépendante de ces acides gras. Les mémes différences, quant
a I'oxydation des acides gras saturés vs insaturés, sont aussi observées dans un systeme d’explants de

souris agées de quatre a cing semaines. Ceci nous permet en partie d’exclure les différences
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potentielles entre les astrocytes périnataux (culture primaire) et adultes (explants) puisque cette

régulation persiste aprés le développement périnatal et surtout aprées la période de sevrage.

Il est intéressant de noter les différences entre les taux d’oxydation des acides gras insaturés et
polyinsaturés. Les taux d’oxydation de |'oléate sont prés de 4 fois supérieures a ceux de I'a-linolénate
dans notre modele d’astrocytes primaire. Il est possible que ces acides gras soient utilisés a des fins
différentes dans le cerveau et ne soient pas nécessairement voués a la production d’ATP via
I'oxydation B. En effet, I'a-linolénate est un précurseur de plusieurs PUFA, il peut ainsi étre désaturé
puis élongé pour générer différents acides gras w-3 dont I'EPA et le DHA (Liu et al. 2015). Dans le
méme ordre d’idée et de facon similaire a nos observations concernant |'oléate et I'a-linolénate, I'EPA
est beaucoup plus rapidement oxydé par rapport au DHA, suite a son transport vers le CNS (Chen et
al. 2009, Chen and Bazinet 2015). Finalement, les défauts d’oxydation des acides gras insaturés
observés dans notre modeéle astrocytaire ne peuvent étre attribués a une diminution de leur
transport, di a des défauts de liaison des Acyl-CoAs par ACBP, puisque les taux de transport de

I'oléate et de I'a-linolénate sont identiques lorsque mesurés dans les astrocytes WT et KO pour ACBP.

La régulation différentielle du métabolisme par ACBP de I'oléate et du palmitate peut étre due a
plusieurs facteurs. Elle peut étre due a une oxydation peroxysomale des acides gras insaturés, comme
observée dans I'étude 1 avec l'oléate (I'absence d’inhibition de son oxydation par I’étomoxir, un
inhibiteur de CPT1). Elle peut aussi étre liée a une différence d’affinité d’ACBP pour ces acides gras en
lien avec lI'instauration. Finalement, cette différence pourrait étre due a une action indirecte d’ACBP
sur les enzymes impliquées spécifiqguement dans le métabolisme des acides gras insaturés. En effet,
I'oxydation B de ces derniers requiert des étapes supplémentaires en raison de la position de la
double liaison en relation au carbone w. L’absence d’ACBP dans la cellule peut potentiellement avoir
un effet délétére sur ces enzymes, soit I'énoyl-CoA isomérase, la diénoyl-CoA réductase et la diénoyl-
CoA isomérase (Kunau et al. 1995, Hiltunen and Qin 2000). Ceci étant dit, bien que ces aspects
puissent expliquer les différences d’oxydation entre les acides gras saturés et insaturés, elle ne peut
étre invoquée pour expliquer I'estérification préférentielle des acides gras insaturés par I'entremise
d’ACBP. Nous nous permettons ainsi d’assumer que l'absence d’ACBP a un effet direct sur le

métabolisme oxydatif des acides gras, plutét qu’indirect via I’activité des isomérases.

Nous montrons ainsi que, dans le cerveau, ACBP est impliqué dans le métabolisme intracellulaire des

acides gras insaturés spécifiguement, tant au niveau de leur oxydation que de leur estérification. Nos
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résultats sont en accord avec des observations similaires faites chez C elegans ou I'oxydation de
I'oléate et du palmitate est modulée de facon différentielle par I'ablation génique d’ACBP, celle-ci
produisant une diminution de I'oxydation de l'oléate, mais une augmentation de I'oxydation du
palmitate (Elle et al. 2011). Il est possible que cette augmentation des niveaux d’oxydation du
palmitate observé chez le ver soit un effet de la diminution de la production d’ATP a partir de I'oléate.
L'absence d’augmentation compensatoire de |'oxydation du palmitate dans nos astrocytes et explants
hypothalamiques peut probablement étre expliquée par une contribution moins importante des

acides gras a la production énergétique de cerveau par rapport au reste du corps.

L'absence de défaut d’oxydation du palmitate dans nos modeles, suite a I'ablation d’ACBP, est
contradictoire a une étude récente montrant qu’ACBP est impliqué dans 'oxydation du palmitate et
est essentiel a la survie de certains types de cellules cancéreuses pulmonaires (Harris et al. 2014).
Cette différence est attribuable a I'utilisation d’un modeéle de cellules cancéreuses. Ces dernieres
peuvent accumuler plusieurs mutations nécessaires au maintien de leurs besoins énergétiques
anormalement élevés associé a une prolifération cellulaire élevée. En effet, dans la méme étude,
I'oxydation B du palmitate mesurée dans les cellules cancéreuses de poumon est deux fois plus
élevée que celle des cellules non cancéreuses du méme type. De plus, I'invalidation d’ACBP dans les
cellules non cancéreuses n’a aucun effet sur I'oxydation B du palmitate, ce qui est en accord avec nos

observations sur le réle d’ACBP dans le métabolisme des acides gras saturés versus insaturés.

Contrairement a ce qui aurait pu étre attendu, l'invalidation d’ACBP dans les astrocytes n’est pas
accompagnée d’'une compensation de son activité de protéine de liaison par FABP7, l'isoforme
astrocytaire de la protéine de liaison des acides gras qui a la capacité, quoi que relativement faible, a
lier les Acyl-CoAs. Nous observons en fait une diminution de son expression a la fois dans les
astrocytes corticaux et hypothalamiques. Bien que I'absence d’ACBP dans les astrocytes entraine une
diminution des taux d’oxydation et d’estérification des acides gras, ces diminutions ne sont observées
gue pour les acides gras insaturés. De plus, nous observons des taux d’oxydation et d’estérification
non négligeables en absence d’ACBP, et ce, méme pour les acides gras insaturés. Ceci nous indique
gue ces processus ne sont pas entierement dépendants d’ACBP et que certains mécanismes
compensatoires puissent entrer en jeu en son absence. Il est possible que d’autres protéines de
liaison des acides gras, telles que FABP, soient capables de lier les Acyl-CoA, quoique son affinité pour

ceux-ci est beaucoup plus faible qu’ACBP. Il existe aussi d’autres protéines qui possédent les mémes
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Acyl-CoA Binding Domain qu’ACBP et qui pourraient étre impliquées de la méme fagon dans le
métabolisme intracellulaire des Acyl-CoA. Une autre possibilité est que les Acyl-CoA libres, quoi que
présent a tres faible concentration dans la cellule, soient métabolisés en I'absence d’une protéine de

liaison.

Implication du double role d’ACBP

Nos observations supportent I'idée qu’ACBP puisse avoir des réles similaires, quant au métabolisme
intracellulaire des lipides, dans le cerveau que dans les tissus périphériques. ACBP est ainsi impliqué
dans I'oxydation et I'estérification des acides gras insaturés dans les astrocytes et module les niveaux
de certains Acyl-CoA, comme le stéaroyl-CoA, et dans I'accumulation et la sécrétion d’acides gras
libres. Ces fonctions intracellulaires s’ajoutent a celles déja connues dans la modulation des
comportements liés a I'anxiété et au comportement alimentaire, impliquant probablement la
sécrétion d’ACBP (De Mateos-Verchere et al. 1998, 2001, do Rego et al. 2007). Ce double réle fait
d’ACBP une protéine idéale dans la détection des acides gras insaturés ainsi que dans le contréle de la
prise alimentaire par ces derniers. Il est possible de spéculer qu’ACBP soit impliqué dans la détection
des acides gras. En effet, ACBP favorise I'accumulation des Acyl-CoA intracellulaire en les stabilisant et
en les protégeant contre I'hydrolyse, ce qui constitue une partie du signal anorexigéne. De plus, il est
possible que ce signal entraine la sécrétion et le clivage d’ACBP pour diminuer la prise alimentaire. Les
mécanismes de sécrétion d’ACBP, particulierement in vivo, ne sont malheureusement pas bien

caractérisés.

Plusieurs signaux sont capables d’induire la sécrétion d’ACBP dans des systemes de cultures
d’astrocytes et sont décrits dans les sections antérieures de cette thése. Brievement, ACBP serait
sécrété par un mécanisme non conventionnel impliquant les systemes de I'autophagie en réponse a
divers signaux comme I'amyloide B, le cortisol pour ne mentionner que quelques-uns (Tokay et al.
2005, Loomis et al. 2010, Manjithaya et al. 2010). Un des mécanismes de sécrétion d’ACBP pertinent
a notre étude est celui proposé par Manjithaya. Selon lui, ACBP (Acbl chez la levure) serait sécrété
suite a sa liaison a des MCFA dérivés de I'oxydation peroxysomale des LCFA (Manjithaya et al. 2010).

Ceci s’accorderait parfaitement avec nos observations sur ACBP dans les astrocytes, son role dans le
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métabolisme des LCFA insaturés, son action anorexigene via sa sécrétion ainsi que les effets
anorexigenes connus des LCFA insaturés (Obici et al. 2002, Schwinkendorf et al. 2011). En effet, nous
montrons qu’ACBP est impliqué dans I'oxydation des LCFA insaturés. Nous avons suggéré, dans le
cadre de notre premiere étude, que cette oxydation serait en grande partie effectuée dans le
peroxysome. De plus, nous observons une sécrétion prononcée de MCFA, particulierement
I’octanoate, dans nos cultures primaires d’astrocytes, ce qui est possiblement le résultat d’un taux
d’oxydation peroxysomal trés élevé, tel que suggéré par notre deuxieme étude. Finalement, si nous
considérons I'effet inhibiteur du glucose sur I'oxydation des acides gras, que nous montrons dans
I’étude 1, qui pourrait conduire a leur accumulation intracellulaire sous forme qu’Acyl-CoA, ainsi que
la sécrétion potentielle d’ACBP suite a ce signal, il est possible de penser qu’ACBP soit bel et bien

impliqué dans la détection des acides gras et leurs effets anorexigenes.

Nous pouvons donc penser qu’ACBP serait a I'intersection de la détection des acides gras insaturés et
de leurs effets anorexigenes. Ainsi nous pouvons émettre I'hypothese selon laquelle les LCFA
insaturés sont détectés dans I’hypothalamus via leur métabolisme ACBP dépendant dans le
peroxysome, ces derniers généreraient des MCFA-CoA qui se lieraient a ACBP induisant leur sécrétion
conjointe. Une fois sécrété, ACBP serait clivé en ODN et pourrait diminuer la prise alimentaire via son
action sur le récepteur métabotropique d’ODN. Bien que les données générées dans le cadre de cette
deuxieme étude ne permettent pas d’affirmer la validité de cette hypothése, nos observations sont

compatibles avec cette derniere.

D’autres possibles mécanismes ne requiérent pas nécessairement le métabolisme des lipides peuvent
aussi étre envisagés pour expliquer la sécrétion ainsi que les différents effets d’ACBP, incluent son
action anorexigéne. En effet, les Acyl-CoA libres peuvent moduler I'activité de plusieurs enzymes
impliquées dans le métabolisme des lipides (ACC, I’AMPK, CPT-1, etc.) et dans le métabolisme du
glucose (Glucose-6-phosphatase, PDH, etc.) (Knudsen et al. 1999). En se liant a ACBP, la concentration
d’Acyl-CoA libre est diminuée et prévient I'inhibition ou I’activation de ces diverses enzymes. Les Acyl-
CoA, particulierement les LCFA-CoA, peuvent agir en tant que molécules signalétiques. Dans les
cellules B-pancréatiques, I'accumulation de LCFA-CoA active la protéine kinase C et a pour effet de
potentialiser la sécrétion d’insuline (Yaney et al. 2000). Nous avons montré que les astrocytes
hypothalamiques sont similaires aux cellules B-pancréatiques en ce qui concerne la détection des

nutriments et le couplage métabolique des acides gras et du glucose. Ainsi, il est possible que les
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effets anorexigenes d’ACBP dans le CNS soient le résultat d’un mécanisme de signalisation impliquant
I'activation de la protéine kinase C similaire aux cellules B. Ceci est corroboré par une étude récente
montrant que I'inhibition de cette kinase dans les neurones POMC augmente la prise alimentaire et la
susceptibilité a développer I'obésité suite a la consommation de dietes riche en gras (Dorfman et al.
2017). De plus, nous données montrent que |'ablation d’ACBP dans les astrocytes hypothalamiques
modifie le profil d’acides gras intracellulaire ainsi que sécrété par ces derniers. Cette altération de la

sécrétion d’acides gras par les astrocytes pourrait ainsi avoir des effets sur I'activité neuronale.

Ceci pourrait étre compatible avec une étude relativement récente montre que I'oléate active les
neurones POMC anorexigenes de I’ARC et que son oxydation, mais pas I’ATP générée par cette
oxydation, est nécessaire a I'activation de ces neurones (Jo et al. 2009). Les auteurs suggerent qu’un
mécanisme signalétique serait impliqué. Finalement, une étude plus récente suggere que la synthése
de novo de céramides dans I'hippocampe a partir d’acides gras est associée a une diminution des
dépenses énergétiques (Picard et al. 2014). Bien que nous n’ayons pas mesuré les niveaux de
céramides ou de leur synthése dans notre modele d’astrocytes ACBP KO, nous observons une
augmentation dans I’hypothalamus, mais pas dans le cortex, de I'expression des différentes enzymes
impliquées dans leur synthese. Nos observations sur 'effet de I'invalidation d’ACBP sur la synthése
des céramides ainsi que celles de (Picard et al. 2014) seraient compatibles avec I'hypothése du
controle de la prise alimentaire et des dépenses énergétiques par ACBP en réponse a la détection des

acides gras insaturés.

Ainsi, I'ensemble des résultats de cette deuxieme étude suggere qu’ACBP a un double role dans le
SNC en montrant son implication dans le métabolisme intracellulaire des acides gras insaturés. Ce
nouveau role s’ajoute a ceux déja décrits en tant que peptide sécrété capable de moduler la
transmission GABAergique via le récepteur GABA,, une fonction que j'ai aussi évalué, en collaboration
avec Lionel Budry postdoctorant dans le laboratoire, dans le cadre d’une étude qui sera décrite en
annexe (Budry et al. 2016). L'implication d’ACBP dans le métabolisme intracellulaire dans le CNS est
accentuée par le fait que la détection des acides gras dans I’hypothalamus implique leur métabolisme
intracellulaire. Ceci pourrait suggérer un role d’ACBP dans leur détection ainsi que dans leurs effets
anorexigenes. Ceci est d’autant plus intéressant si I’'on considére que plusieurs ont déja suggérés que
la sécrétion et le clivage en ODN d’ACBP est un signal anorexigene puissant chez le rongeur. C'est ces

deux roéles possiblement complémentaires d’ACBP qui nous ont ainsi poussés a évaluer son
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implication potentielle dans le contréle de la prise alimentaire et du métabolisme énergétique in vivo,

particulierement en réponse a la consommation de nourriture riche en acides gras.

Etude 3

Le contréle de la prise alimentaire, la balance énergétique et de I’homéostasie du glucose par
I’hypothalamus médiobasal sont des processus finement régulés. Cette régulation implique Ia
détection et intégration de signaux hormonaux et nutritionnels résultants en [l'activation de
populations neuronales de I’ARC, soit les neurones orexigenes NPY et anorexigenes POMC (Myers and
Olson 2012). La détection des acides gras dans le MBH est un élément essentiel du contrdle de
I’'homéostasie du glucose et des défauts dans ce processus sont associés a une dérégulation de
I’'homéostasie du glucose (Lam, Pocai, et al. 2005, Pocai et al. 2006). De plus, comme mentionné
plusieurs fois, les effets centraux anorexigenes des lipides ne sont observés qu’avec des acides gras
insaturés (Obici et al. 2002, Schwinkendorf et al. 2011). Ceci est corroboré par I'activation des
neurones POMC dans I’ARC uniquement par I'oléate (acide gras insaturé) par rapport a I'octanoate

(acide gras saturé) (Jo et al. 2009).

Dans le cerveau, ACBP, via son clivage en ODN, est impliqué dans la régulation de la prise alimentaire
ainsi que dans le contréle de ’homéostasie du glucose en périphérie (de Mateos-Verchere et al. 2001,
Compere et al. 2003, Lanfray et al. 2013). En plus de ces effets en tant que peptide sécrété par les
cellules gliales, ou gliotransmetteur, nous avons montré dans le cadre la deuxieme étude qu’ACBP est

aussi impliqué dans le métabolisme intracellulaire des acides gras insaturés.

Ce double role dans le cerveau place ACBP a l'intersection de deux voies de signalisation distinctes
impliquées dans le contrdle hypothalamique de la prise alimentaire et le controle de I’'homéostasie du
glucose en périphérie. ACBP pourrait ainsi, via son double réle dans I'hypothalamus, étre impliqué
dans la réponse anorexigéne aux acides gras insaturés via son action en tant que gliotransmetteur sur
la prise alimentaire et I'homéostasie du glucose suite a leur métabolisme intracellulaire par ce
dernier. C'est cette hypothéese qui nous a conduits a I’élaboration de cette troisieme étude menant a
la publication potentielle d’un troisieme article. L'objectif de cette troisieme étude est ainsi de

déterminer premiérement si ACBP astrocytaire est impliqué dans la régulation de la balance
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énergétique, via une action sur la prise alimentaire et sur les dépenses énergétiques, et
deuxiemement si ACBP est capable d’activer les neurones anorexigenes de I'ARC et les mécanismes

potentiellement impliqués dans cette activation.

Pour répondre a ces différentes questions, nous ne pouvions pas utiliser nos souris ACBP Lox pour
plusieurs raisons. Ces souris ont des défauts dans l'intégrité de leur barriere épidermique, ce qui
entraine une augmentation des dépenses énergétiques due a une perte de chaleur par la peau (Neess
et al. 2013). Cette modulation des dépenses énergétiques due a la perte de chaleur peut
potentiellement masquer toute modulation de la balance énergétique par ACBP dans le cerveau. En
effet, des données non publiées de notre laboratoire montrent que ces souris sont résistantes aux
dietes obésogénes riches en gras di a cette perte de chaleur. De plus, nous avions besoin d’un
modele d’invalidation d’ACBP spécifiquement au niveau du cerveau pour pouvoir différentier son

action centrale de son action en périphérie.

Nous avons choisi de nous focaliser sur le réle d’ACBP dans les astrocytes pour les mémes raisons qui
nous ont conduits a utiliser les cultures primaires d’astrocytes lors de la deuxieme étude. Les cellules
gliales sont les principales cellules capables de métaboliser les acides gras dans le cerveau et les
niveaux d’expression d’ACBP sont les plus élevés dans ce type cellulaire. De plus, les études portant
sur la sécrétion d’ACBP chez les mammiféres montrent que ce dernier est sécrété par les cellules
gliales (Tokay et al. 2005, Masmoudi-Kouki et al. 2006, Qian et al. 2008, Tokay et al. 2008, Loomis et
al. 2010). Finalement, les astrocytes sont de plus en plus reconnus pour leurs roles dans la détection
des nutriments ainsi que dans la régulation de la prise alimentaire et de la balance énergétique
(Argente-Arizon et al. 2015). Finalement, I'activation des astrocytes dans I’"hypothalamus est capable
de moduler directement |'activité de neurones dans I'ARC, résultant en une modulation de la prise

alimentaire (Yang et al. 2015, Chen et al. 2016).

La plupart des études clés sur les fonctions d’ACBP dans le cerveau ont été effectuées avant
I’apparition des premiéres souris ACBP KO en 2007 (Lee et al. 2007, Landrock et al. 2010, Neess et al.
2011). Ces études sont toutes basées sur une approche pharmacologique via I’ladministration d’ACBP,
de ses produits de clivages ou de ses agonistes et antagonistes. Des études plus récentes se sont aussi
penchées sur I'implication d’ACBP et d’ODN sur la prise alimentaire et les comportements associés a

I"anxiété ont, elles aussi, utilisé principalement ces mémes approches.
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Nous avons ainsi utilisé les souris ACBP Flox, développé pas nos collaborateurs (Neess et al. 2013), qui
ont été croisées avec des souris exprimant la recombinase Cre sous le contréle du promoteur GFAP
(GFAP-Cre) pour produire invalider ACBP spécifiquement dans les astrocytes exprimant le marqueur
GFAP. L'utilisation d’un modele d’invalidation d’ACBP dans les astrocytes nous permet ainsi d’évaluer
pour la premiere I'implication de la protéine endogene dans ces différents processus. De plus, cette
approche a I'avantage de nous permettre d’évaluer I'influence de cette protéine sur la prise de poids
a long terme chez les souris, chose qui serait impossible ou difficilement réalisable avec une approche

pharmacologique.

Nous avons aussi mis a profit I’'expertise en électrophysiologie de nos collaborateurs en France dans
le but de déterminer par quel mécanisme ACBP agit pour moduler la prise alimentaire. L'utilisation de
ces modeles ex vivo nous permet d’identifier les populations neuronales qui sont potentiellement
activées par ODN. Ces techniques nous permettent aussi d’identifier les mécanismes potentiels par

lesquels ces neurones sont activés.

Selon certains, ACBP dans le CNS serait principalement exprimé dans les cellules gliales ainsi que dans
les épendymocytes et tanycytes bordant les ventricules (Lanfray et al. 2013), d’autres données
suggerent qu’ACBP est aussi exprimé dans certaines populations neuronales (Alho et al. 1985). Ainsi
nous avons vérifié I'efficacité et I'étendue de I’ablation d’ACBP dans notre modele d’invalidation
astrocyte-spécifique de ce dernier. Nous observons, a la fois en immunohistochimie et par qPCR, une
expression résiduelle d’ACBP dans le MBH de souris ACBP KO. Bien que nous ne puissions pas
identifier la source de I'expression résiduelle d’ACBP observée par qPCR, les niveaux d’ACBP dans les
souris KO correspondent aux différences d’expression relative entre des cultures primaires
d’astrocytes et de neurones. L’absence d’expression d’ACBP dans les cellules GFAP positives ainsi que
dans les tanycytes et épendymocytes, telle qu’observée par immunohistochimie, suggére que notre

stratégie d’invalidation est bel et bien efficace et spécifique.

Implication d’ACBP dans le métabolisme énergétique chez la souris

Avant de pouvoir discuter des effets de l'invalidation d’ACBP sur la prise alimentaire et le

métabolisme énergétique, il était important d’évaluer I'impact de cette invalidation sur les
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comportements liés a I'anxiété. En effet, une des fonctions connues d’ODN, peptide issu du clivage
extracellulaire d’ACBP, est son action anxiogene via le récepteur GABA, et comme inhibiteur de la
liaison des benzodiazépines sur ce dernier. Ainsi ACBP et ODN sont aussi connus respectivement en
tant que « Diazepam Binding Inhibitor » et « Anxiety Peptide ». Le diazépam et autres agonistes du
récepteur GABA, peuvent augmenter la prise alimentaire (Naruse 1994, Soderpalm and Berridge
2000), I'ablation d’un inhibiteur endogéne de ce récepteur pourrait étre un facteur confondant sur la
prise alimentaire dans notre étude. Nous avons ainsi voulu déterminer si I'invalidation astrocytaire
d’ACBP avait une incidence sur les comportements liés a I'anxiété. Ceci m’a conduit a participer au
projet de Lionel Budry sur les effets de I'ablation d’ACBP sur les comportements liés a I'anxiété ainsi
que sur la réponse au diazépam. Une partie des données de cette étude seront présentées en
annexe, brievement, nous n’avons pas observé de modulation dans les comportements anxieux chez
les souris ACBP KO (total ou spécifiquement dans les astrocytes). Ceci simplifie donc la discussion des

résultats obtenus lors de I'étude 3, particulierement les données sur la prise alimentaire.

L'invalidation astrocytaire d’ACBP ne semble pas avoir d’effets majeur sur la prise alimentaire et le
gain de poids lorsque les animaux sont nourris avec une diéte réguliere. Malgré la diminution de leurs
dépenses énergétiques, les souris déficientes en ACBP astrocytaire ont uniqguement une
augmentation de gain de poids modérée. C'est uniquement sous une diete riche en gras que
I'invalidation d’ACBP a un effet sur le gain de poids. Cette augmentation semble étre principalement
expliquée par une augmentation de la prise alimentaire. Celle-ci est aussi accompagnée d’une
augmentation dans la masse grasse, principalement composée de gras sous-cutané. Les souris KO
nourries sur diete riche en gras ont en plus une diminution modérée de leur activité locomotrice, qui
est probablement secondaire a leur poids. De plus, ces souris ont une plus faible tolérance au glucose
durant les 60 premiéres minutes du test. Etant donné les niveaux d’obésité des souris KO, de
I'augmentation significative de leur masse grasse, nous nous serions attendus a une sévere
intolérance au glucose. Par contre, le fait que I'augmentation de la masse grasse soit principalement
due a une accumulation de gras sous-cutané peut fort probablement expliquer I'absence
d’intolérance plus sévere. En effet, les complications liées a I'obésité les plus sévéres sont souvent
associées a une accumulation de gras intrapéritonéal. Le lien entre le tonus endozépinergique central
et la tolérance au glucose a déja été proposé par d’autres (Lanfray et al. 2013). Bien que cette
association s’accorde avec le phénotype de nos souris, augmentation de la prise alimentaire et de

poids sur diete riche en gras, il serait nécessaire d’effectuer ces mémes testes de tolérances au
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glucose avant le gain de poids ou sur une diete réguliére pour déterminer si cette légere intolérance
est secondaire a l'obésité chez nos souris. Cette augmentation transitoire de la glycémie est

probablement causée par un défaut dans la premiére phase de sécrétion d’insuline.

Le fait que I'augmentation du gain de poids ne soit observée qu’avec une diete riche en gras suggere
qu’ACBP astrocytaire soit impliqué dans la réponse anorexigene des acides gras dans le cerveau. Ces
derniers peuvent agir au niveau de I'hypothalamus pour diminuer la prise alimentaire en plus
d’augmenter la sensibilité a I'insuline (Obici et al. 2002, Lam, Pocai, et al. 2005), deux paramétres qui
sont affectés négativement par I'ablation astrocytaire d’ACBP dans un modeéle de souris sur diete
riche en gras. Une combinaison de ces deux facteurs, réponse centrale aux acides gras ainsi que de la
détection du glucose, est probablement en cause pour I'augmentation de la prise alimentaire
conduisant au gain de poids chez ces souris. Des études sont en cours afin de déterminer I'impact de
la détection des acides gras et du glucose dans I'augmentation de la prise alimentaire chez les souris
KO. Pour ce faire, je compare |'effet anorexigéne d’une injection ICV d’oléate ou de glucose chez les
souris WT aux mémes injections faites chez les souris KO. Ainsi, une perte de I'effet anorexigene de

I’'un ou l'autre de ce nutriment serait une indication de son implication dans le phénotype observé.

De facon intéressante, une autre étude, utilisant des souris MC4R KO, montre une intolérance au
glucose mesurée uniquement dans les 60 premiéeres minutes d’un test de tolérance au glucose. Les
auteurs concluent que cette intolérance au glucose est indépendante du poids de I'animal et serait
due a des défauts de signalisation dans la voie des mélanocortines (Arble et al. 2015). Ceci est
similaire au phénotype de nos souris ol l'augmentation de la glycémie chez les KO observée
uniquement dans les 60 premieres minutes du test. De plus, I'augmentation de la masse grasse de
nos souris n’est probablement pas la cause de cette légere intolérance puisque nous n’observons pas
d’augmentation dans le gras intrapéritonéal, généralement associé aux désordres métaboliques, mais

plutdt du gras sous-cutané.

Action via la voie des mélanocortines

Les neurones POMC de I’ARC sont une population de neurones anorexigénes qui, via I’activation de la

voie des mélanocortines, peut moduler la prise alimentaire et la production hépatique du glucose en
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réponse a divers signaux hormonaux et nutritionnels, tels le glucose et les acides gras (Myers and
Olson 2012). Bien que I'action anorexigene de I'endozépine ODN soit relativement bien décrite, les
mécanismes par lesquels ce peptide agit sur la prise alimentaire sont moins bien compris. Une
possibilité est que ce dernier active les neurones POMC dans I'ARC pour ainsi moduler la prise

alimentaire (Compere et al. 2003, Matsuda et al. 2010).

C’est dans ce contexte que nous avons testé les effets de I'administration centrale d’ODN sur des
souris MC4R KO. L’effet anorexigéne d’'une administration ICV d’ODN observé chez des souris WT est
complétement absent chez des souris MC4R KO. Ceci suggere que le peptide ODN agit en amont de
ce récepteur. Les augmentations de l'activité locomotrice ainsi que du quotient respiratoire
observées suite a I'injection ICV d’ODN chez les souris WT sont similaires a ce que d’autres groupes
ont observé suite a une activation des neurones POMC de I’ARC (Berglund et al. 2012). L’abolition
compléte de ces effets d’ODN chez les souris MC4R KO renforce I'hypothese selon laquelle I'action de
ce peptide est médiée par I'activation de la voie des mélanocortines. De fagon intéressante, I'action
centrale d’'ODN ne semble pas avoir d’effet sur les dépenses énergétiques, une conséquence bien
connue de I'activation de la voie des mélanocortines par les neurones POMC de I’ARC (Ste Marie et al.
2000, Myers and Olson 2012). L’absence d’une augmentation des dépenses énergétiques par ODN est
similaire a ce qui a été observé par les groupes d’Elmquist et de Lowell. Ces derniers observent que la
réactivation des neurones POMC dans le PVN diminue la prise alimentaire, mais n’affecte pas les
dépenses énergétiques. lls proposent ainsi que la régulation du métabolisme énergétique est
modulée par une population distincte des neurones MC4R du PVN (Balthasar et al. 2005). Ceci
pourrait vouloir dire qu’ODN est capable d’activer spécifiqguement les neurones MC4R du PVN via les
neurones POMC de I’ARC. Une autre possibilité est que la quantité d’'ODN que nous avons administré
lors de cette étude ne soit pas suffisante pour activer ces neurones a I'extérieur du PVN. De plus,
puisque notre administration par ICV n’est pas limitée au MBH, il est possible qu’ODN ait des effets

antagonistes sur les dépenses énergétiques a des sites extrahypothalamiques.

Bien que la voie des mélanocortines semble étre essentielle a I'action d’ODN, particulierement sur la
prise alimentaire, ces observations ne sont pas suffisantes pour nous permettre de conclure que ce
dernier active de fagon directe les neurones POMC de I’ARC. En effet, le peptide ODN fait partie d’'une
classe de molécules, les endozépines, capables de moduler I'action de CBR au niveau du récepteur

GABA,, d’ou elles dérivent leur nom : modulateur endogene du récepteur des benzodiazépines. Nos
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données d’enregistrements électrophysiologiques sur les explants de souris POMC-eGFP montrent
gqu’ODN diminue les courants inhibiteurs spontanés, ou sIPSC, sur I'ensemble des neurones ayant été
enregistrés montrent qu’ODN agit en tant que NAM du récepteur GABA, dans I’ARC. Ceci est en
accord avec d’autres observations sur cette protéine et son peptide dérivé (Alfonso et al. 2012). Cette
inhibition des sIPSC par ODN serait le résultat d’une inhibition du récepteur GABAou d’une action en

tant que NAM dans cette région de I’'hypothalamus.

Malgré cette diminution généralisée des courants inhibiteurs ou sIPSC dans I'ARC, seuls les neurones
POMC sont activés par ODN, tel que mesuré par l'augmentation de la fréquence des AP dans les
mémes conditions d’enregistrement. Ceci indique que I'action en tant que NAM du récepteur GABAx
de ce peptide n’est pas suffisante pour induire une activation de tous les neurones de I’ARC, bien que
cela n’exclue pas la possibilité qu’elle ait un réle permissif a I’activation des neurones POMC. Il serait
ainsi possible que I'activation des neurones POMC par ODN soit le résultat de la combinaison d’un
signal activateur provenant d’un autre neurone de [I’hypothalamus, possiblement via le
neurotransmetteur activateur glutamate, ainsi que d’un tonus inhibiteur diminué par la liaison d’ODN
sur les récepteurs GABAA des neurones POMC. L'inhibition des courrants inhibiteurs (récepteurs
GABA,) et activateurs (glutamate, via les récepteurs de type NMDA et AMPA/Kainate) n’a pas d’effet
net sur l'activation des neurones POMC de I'ARC. L’addition d’'ODN dans ces conditions ou les
courants inhibiteurs et excitateurs sont inhibés reste efficace pour activer les neurones POMC. Ceci
suggere qu’ODN agit directement sur les neurones POMC de fagon indépendante du récepteur GABA,

résultant en leur activation.

Cette activation directe de ces neurones impliquerait potentiellement I'existence d’'un récepteur
membranaire d’ODN distinct des récepteurs GABA, et glutamate. Effectivement, le groupe de Vaudry
et Tonon a montré qu’ODN est capable d’activer un récepteur de type GPCR et a synthétisé un
antagoniste de ce récepteur (Patte et al. 1995, Leprince et al. 1998). Nous avons mis a profit cet
antagoniste du récepteur GPCR d’ODN pour évaluer son implication dans I'activation neuronale
induite par ODN. En utilisant un modele de neurones hypothalamiques dissociés dans lequel
I'activation neuronale est mesurée via I'élévation du calcium intracellulaire, nous montrons que
I'activation de ces neurones par ODN est diminuée en présence de I'antagoniste de son récepteur.
Contrairement aux enregistrements électrophysiologiques, nous ne pouvons conclure sur l'identité

des neurones activés par ODN, et par le fait méme inhibés par I'antagoniste. Par contre, le
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pourcentage de neurones activés, soit d’environ 10 %, est relativement similaire au pourcentage de
neurones POMC dans le MBH. De plus, lorsque I'on considere que seuls les neurones POMC étaient
activés par ODN dans les explants hypothalamiques, il est tentant de conclure que les neurones
dissociés sensibles a ODN et a son antagoniste sont des neurones POMC. De fagcon intéressante,
I"administration ICV de I'antagoniste suggére que les effets anorexigénes d’'ODN seraient médiés par
I"activation de ce récepteur (do Rego et al. 2007). Ceci supporte parfaitement nos données montrant
une activation spécifique des neurones POMC de I’ARC par ODN via un mécanisme indépendant du

récepteur GABAa, mais requérant I'activation d’'un GPCR.

Nos conclusions sur l'activation des neurones POMC via I'activation d’un récepteur de type GPCR
reposent sur les données utilisant I'antagoniste synthétique d’ODN. Cet antagoniste a été synthétisé a
partir du peptide OP, formé des 8 derniers acides aminés d’ODN (voir Figure 10). Les peptides ODN et
OP, en plus d’agir sur leur GPCR, sont des NAM du récepteur GABAA. Il est donc difficile de conclure
avec certitude que l'activation des neurones POMC par ODN est GABA. indépendante et est
entierement médiée par l'activation de ce GPCR. Par contre, I'inhibition des signaux activateurs
(glutamate) et inhibiteurs (GABA) dans nos enregistrements électrophysiologiques nous permet de

déterminer que I'activation des neurones POMC par ODN ne requiert pas le récepteur GABAA.

Nos données suggerent qu‘ODN active spécifiguement les neurones POMC dans I’ARC. Cette
conclusion ne se limite qu’a cette région de I'hypothalamus. Avec les stratégies que nous avons
employées dans cette étude, nous ne pouvons pas exclure une activation ou inhibition par ODN

d’autres neurones dans d’autres noyaux hypothalamiques et/ou non-hypothalamiques.

Modulation de I'activité des neurones de I’ARC par les astrocytes

Nos observations s’ajoutent a plusieurs autres études sur le rble grandissant des astrocytes
hypothalamiques dans la détection des nutriments ainsi que dans la régulation de I'appétit et de la
prise alimentaire (Argente-Arizon et al. 2015, Chowen et al. 2016). En lien avec notre hypothése, de
récentes études ont montré que les astrocytes hypothalamiques sont capables de moduler I’activité
des neurones de I’ARC pour moduler la prise alimentaire via la relache de divers gliotransmetteurs.

Ces derniers peuvent activer les neurones AgRP/NPY via la mobilisation de leurs réserves de Ca*™
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intracellulaire, résultant en une augmentation de la prise alimentaire, inversement, la perturbation de
cette activation produit I'effet inverse (Chen et al. 2016). Une autre étude montre que les astrocytes
hypothalamiques peuvent inhiber la prise alimentaire en inhibant cette méme population de
neurones AgRP/NPY via la reldche d’un gliotransmetteur inhibiteur, ’adénosine (Yang et al. 2015). Les
conclusions de ces deux études supportent le concept général de mon projet proposant qu’ODN soit
un gliotransmetteur sécrété par les astrocytes hypothalamiques capables d’activer les neurones
POMC de I'ARC pour moduler la prise alimentaire. Ainsi, ces astrocytes hypothalamiques peuvent
moduler la prise alimentaire via la sécrétion de différents gliotransmetteurs ciblant sur les neurones
orexigenes et anorexigénes de I’ARC. Contrairement a nos observations, ces deux études montrent

uniguement une action sur la prise alimentaire via les neurones orexigénes AgRP/NPY.

Nos stratégies in vivo, a la fois d’invalidation astrocytaire d’ACBP ainsi que d’administration centrale
d’ODN par injection ICV sont des stratégies qui touchent le cerveau dans son ensemble. Nous avons
émis I’hypothese que les astrocytes de I’hypothalamus, via leur action sur les neurones POMC, sont
responsables du phénotype de nos souris KO. Cependant I'invalidation via la recombinase cre sous le
controle du promoteur GFAP va entrainer I'ablation d’ACBP dans tous les astrocytes du cerveau ainsi
gue dans les tanycytes bordant les parois du troisieme ventricule dans I’'hypothalamus. De plus, étant
donné I'implication d’ACBP dans la prolifération et la différenciation des cellules progénitrices de la
SVZ (Alfonso et al. 2012), il est possible que son absence dans les astrocytes et leurs progéniteurs
durant le développement embryonnaire et postnatal puisse étre un facteur contribuant au phénotype

de nos souris.

Pour déterminer le role spécifique d’ACBP dans le MBH dans la régulation de la prise alimentaire et
I’'homéostasie énergétique en réponse a la consommation de diétes riches en gras, il serait pertinent
d’utiliser une approche d’invalidation par I'administration virale de la recombinase cre chez des
animaux adultes. Une telle approche permettrait d’exclure les effets développementaux comme
explication du phénotype observé chez nos souris. De plus, cela permettrait de déterminer si
I"'absence d’ACBP dans I’hypothalamus, plus précisément dans les astrocytes du MBH, est suffisante
pour induire la prise de poids chez les souris. Cela nous permettra aussi d’exclure tout effet de la
modulation de la transmission GABAergique ou via le récepteur GPCR d’ODN dans le reste du CNS.
Ces différents outils viraux pour invalider et surexprimer ACBP dans les astrocytes sont disponibles

dans le laboratoire. Je suis aussi impliqué dans la validation de ces outils, notamment quant a la
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spécificité du promoteur sélectionné ainsi que I'efficacité de la recombinaison et de la surexpression

d’ACBP.

Les résultats présentés dans le cadre de la troisieme étude confirment le role anorexigeéne d’ACBP
dans les astrocytes et sur la régulation des dépenses énergétiques. Notre approche se distingue de
celle des autres groupes étudiant les effets d’ACBP et d’ODN sur la prise alimentaire et I'homéostasie
énergétique puisqu’elle n’implique pas uniquement des approches de type pharmacologique
(administration par injection ICV d’ODN ou de divers agonistes et antagonistes). Nous utilisons
différents modeles d’invalidation génique (MC4R KO et ACBP KO astrocytaire) pour montrer la perte
des effets d’'ODN exogene ainsi que des réles d’ACBP in vivo sur ’homéostasie énergétique. De plus,
nous explorons les effets de la consommation de nourriture riche en gras sur les effets centraux
d’ACBP. Nous montrons ainsi qu’ACBP, dans le CNS, a la capacité d’agir en tant que gliotransmetteur
pour moduler I’activité des neurones POMC de I’ARC via un récepteur membranaire de type GPCR, et

ce, particulierement en réponse a la consommation de nourriture riche en gras.
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Conclusion et perspectives
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Conclusion

Le controle de la prise alimentaire et des dépenses énergétiques est une des fonctions clés de
I’hypothalamus médiobasal, particulierement dans I’ARC. Le bon fonctionnement de ces mécanismes
dépend largement de la capacité de I’ARC a évaluer le statut nutritionnel de I'organisme et surtout de
pouvoir apporter les correctifs requis au maintien de la balance énergétique. Ceci a amené plusieurs
chercheurs a proposer I'existence de mécanismes de détection des nutriments et des hormones dans
cette structure de I’hypothalamus incluant I'hypothése lipostatique de Kennedy (Kennedy 1953) et
I’hypothése glucostatique de Mayer (Mayer 1953, 1955). La détection du glucose et des acides gras,
les deux types de nutriments principaux du corps, doivent étre adéquatement évalués pour assurer
une bonne régulation de la balance énergétique. Des perturbations dans la détection de ces
nutriments peuvent ainsi entrainer des conséquences métaboliques importantes incluant I'obésité et

le diabéte de type 2.

Ainsi, dans un environnement ou la consommation de diétes riches en gras, particulierement les
acides gras saturés, et en sucre est de plus en plus élevé, il est essentiel de bien comprendre les
mécanismes et les types cellulaires impliqués dans leur détection. Le métabolisme des acides gras et
du glucose ne peuvent étre étudiés de facon séparée, effectivement la dégradation de ces deux
substrats, glycolyse pour le glucose et oxydation B pour les acides gras, produit le méme substrat
oxydé dans le cycle TCA, soit I'Acétyl-CoA. Des études dans la cellule B ont montré que le
métabolisme oxydatif des acides gras et du glucose sont couplés et que ce couplage exerce une
fonction importante dans la détection de ces derniers. L’exces de glucose entraine une diminution de
I’oxydation des acides gras et son absence (ou faibles concentrations) est permissive a I'utilisation des

acides gras comme substrat alternatif au glucose.

Les travaux effectués dans le cadre de cette these mettent en lumiére plusieurs aspects de la
détection et du métabolisme des acides gras dans le cerveau et du développement de I'obésité
associée a des défauts dans ces différents paramétres. En premier lieu, nous avons mis en évidence
I’existence d’un couplage métabolique entre le glucose et les acides gras dans le cerveau. Ce couplage
est observé dans I’hypothalamus, une région fortement associée a la détection des nutriments, mais

pas dans le cortex. Nous mettons en évidence I'implication du senseur métabolique AMPK dans ce
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couplage et que ce dernier dépend aussi du type d’acide gras. De plus nous observons ce couplage
dans les deux types cellulaires principaux du cerveau, soit les cellules neuronales et les cellules gliales.

De plus, nous confirmons le fait que les acides gras sont oxydés principalement dans les astrocytes.

Par la suite, nous avons démontré que le métabolisme central des acides gras, tout comme en
périphérie, est en partie régulé par ACBP. De plus, nous montrons que le métabolisme des acides gras
saturés et insaturés est régulé de facon différentielle par ACBP. Nous montrons cet effet différentiel
en employant quatre acides gras saturés et insaturés, dont trois ayant la méme longueur de chaine et
différentiée uniquement par le nombre d’insaturations. Finalement, nous observons un effet d’ACBP
sur le profil d’acides gras libre intracellulaire ainsi que sur le profil d’acides gras sécrété par les

astrocytes hypothalamiques.

En troisieme lieu, nous avons mis en évidence |'implication d’ACBP astrocytaire dans la régulation in
vivo de la balance énergétique, et par conséquent sur le développement de I'obésité, par les
astrocytes en réponse aux diétes riches en gras. Nous avons par la suite montré qu’ACBP agit en tant
que gliotransmetteur, via sa sécrétion et son clivage en ODN par les astrocyte pour moduler la prise
alimentaire via la voie des mélanocortines. Nous avons, de plus, mis en évidence un mécanisme
d’activation spécifique des neurones POMC de I’ARC par ODN. Finalement, nous montrons que
I"activation de ces neurones par ODN n’est pas une conséquence de l'inhibition de la transmission

GABAergique, mais nécessite I'activation, par ODN, d’un GPCR sur les neurones POMC.

Ainsi, nos travaux mettent en lumiere divers mécanismes de régulation du métabolisme des acides
gras dans le CNS et particulierement dans le MBH. D’une part, le métabolisme oxydatif des acides
gras est régulé par la disponibilité du glucose via des mécanismes impliquant une activation de
I’AMPK. Bien que ce couplage entre le métabolisme des acides gras et du glucose soit observé a la fois
dans les neurones et les cellules gliales, il semble étre spécifique a I’hypothalamus, une région
fortement impliquée dans la régulation de la balance énergétique. D’autre part, nos travaux
démontrent I'importance de la protéine ACBP astrocytaire dans le métabolisme des acides gras
insaturés, suggérant un réle potentiel d’ACBP dans la détection hypothalamique des acides gras.
Finalement, nous démontrons qu’ACBP est impliqué dans le controle de la prise alimentaire et de
I’'homéostasie énergétique en réponse a la consommation de nourriture riche en gras via I'activation

de neurones POMC via un récepteur de type GPCR.
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Ces différentes données nous permettent d’émettre une hypothése selon laquelle ACBP est un
médiateur des effets centraux des acides gras insaturés dans I’hypothalamus, particulierement leurs
effets sur la prise alimentaire. Ceci nous amene a proposer un modele de modulation de la prise
alimentaire suite a la détection centrale des acides gras. Nous proposons ainsi que I'augmentation
postprandiale du niveau sanguin de TAG, se traduisant par une augmentation du transport d’acides
gras libre vers le CNS soit détectée dans le MBH. La détection de ces acides gras serait dépendante de
leur métabolisme intracellulaire, qui est régulé a la fois par le glucose et ACBP, se traduirait par la
sécrétion d’ACBP sous forme d’ODN et par I'activation subséquente des neurones anorexigenes
POMC, entrainant une diminution de la prise alimentaire et une augmentation des dépenses
énergétiques via I'activation de la voie de la mélanocortine. Ce modeéle proposé est résumé dans la

Figure 14.

Plusieurs aspects proposés dans ce modele ne sont pas adressés dans le cadre de cette thése. Bien
gue nous proposons que la détection hypothalamique des acides gras insaturés via leur métabolisme
soit un signal induisant la sécrétion d’ACBP, nous ignorons si le métabolisme des acides gras est
impliqué dans la sécrétion d’ACBP. De plus, le mécanisme par lequel il est sécrété n’est toujours pas
identifié. Malgré nos données ex vivo et in vivo, nous ne montrons pas de facon définitive que
I'invalidation d’ACBP astrocytaire entraine une diminution de [I'activation de la voie des
mélanocortines. Finalement, il est important de noter que l'identité du récepteur de type GPCR

d’ODN n’a pas encore été déterminée.
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Figure 14 : Modeéle proposé d’une régulation du métabolisme énergétique par ACBP.

La consommation de nourriture riche en gras produit une augmentation des niveaux d’acides gras
insaturés qui est détectée par les astrocytes hypothalamiques, possiblement via leur métabolisme par
ACBP. Ceci entrainerait une sécrétion et le clivage d’ACBP en ODN qui pourrait agir sur les neurones
POMC, a la fois sur le récepteur GABA,, pour prévenir leur inhibition, ainsi que sur son récepteur
GPCR. L'activation subséquente des neurones POMC dans I’ARC entraine une réponse anorexigéne
via l'activation des neurones MC4R du PVN par la sécrétion d’a-MSH.
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Bien que la modulation de la prise alimentaire et '"homéostasie du glucose par les acides gras au
niveau central ne soit pas un nouveau concept, il restait jusqu’a ce jour plusieurs éléments inconnus
dans ce processus. Sans répondre a toutes ces interrogations, nous avons mis en lumiére un
mécanisme impliquant une détection astrocytaire des acides gras qui activent, via le gliotransmetteur
ODN, les neurones POMC et la voie des mélanocortines pour ainsi moduler la prise alimentaire et
I’'homéostasie énergétique. De plus, nos travaux ouvrent la porte a l'identification de nouvelles cibles
potentielles pour le traitement pharmacologique de I'obésité ainsi que des troubles qui y sont

associés.

Perspectives

Bien que nos travaux apportent des réponses a plusieurs questions quant a I'action des acides gras
dans I'hypothalamus, ils soulévent d’autres interrogations quant a leurs mécanismes d’action via
ACBP et ODN. Nous montrons, via notre approche d’invalidation d’ACBP dans les astrocytes, que ce
dernier est important dans la réponse aux diétes riches en gras et que son absence rend les souris
plus sensibles a ces diétes obésogeénes. Cependant, cette approche ne nous permet pas de dissocier
les effets du métabolisme des acides gras par ACBP de son action sur les neurones POMC via sa
sécrétion en tant que gliotransmetteur. En d’autres termes, le métabolisme des acides gras insaturés
via ACBP est-il essentiel a I'activation des neurones POMC par ODN? Deux approches peuvent étre
envisagées pour répondre a cette question, soit la restauration sélective de la fonction intracellulaire
ou sécrétée d’ACBP. L'approche la plus simple est de restaurer les effets d’ODN dans le modele
d’invalidation astrocytaire d’ACBP. Cette approche nécessiterait une infusion chronique intra MBH du
peptide ODN via I'utilisation de pompes osmotiques. Ceci nous permettrait d’évaluer I'action du
peptide sécrété et son action sur la prise alimentaire et le gain de poids en réponse aux dietes riches
en gras, mais serait limité par la durée d’infusion relativement limitée pouvant aller de 3 jours a 5
semaines. Cette approche rétablit les effets d’'ODN sécrété tout en préservant les défauts potentiels
du métabolisme central des acides gras. Ainsi, une amélioration du phénotype de nos souris
invalidées indiquerait que les défauts du métabolisme astrocytaire des acides gras par ACBP ne
contribuent pas au phénotype observé dans notre modele. Par contre, ceci ne nous permet pas de

déterminer si le métabolisme des acides gras par ACBP est un signal pour sa sécrétion. Inversement,
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nous pourrions réexprimer une protéine ACBP qui ne peut étre sécrétée et/ou clivée. Cependant, un
tel systeme est compliqué a élaborer puisqu’il faut muter notre protéine d’intérét pour éliminer sa
fonction sécrétée tout en préservant ses fonctions intracellulaires. Une approche plus simple,
qguoique moins informative, est I'utilisation d’un systéme d’infusion de I'antagoniste du récepteur
ODN. Ceci nous permet de conserver les fonctions intracellulaires d’ACBP et de bloquer uniquement

I’effet d’'ODN sur son récepteur.

Une deuxieme question soulevée par nos travaux, particulierement dans la troisieme étude, est celle
de l'identité du récepteur d’ODN. Il serait intéressant, voire essentiel, de pouvoir identifier le
récepteur d’'ODN pour pouvoir évaluer son potentiel en tant que cible pharmacologique pour les
pathologies métaboliques. Bien que lidentité du récepteur ne soit pas connue, nous avons
relativement beaucoup de données sur ce dernier. Il s’agit d’'un GPCR couplé a la protéine Ga;
(sensible a la toxine pertussique) et Gag (sensible aux inhibiteurs de la PLC) et nos enregistrements
électrophysiologiques suggerent qu’il est fort probablement spécifique aux neurones POMC dans
I’ARC. Deux types d’approches peuvent étre utilisés pour identifier ce récepteur, soit les approches
basées sur la liaison au ligand et/ou I'antagoniste, ou les approches basées sur son expression

possiblement spécifique aux neurones POMC de I’ARC.

Une avenue intéressante a évaluer est la modulation de la sensibilité aux diétes obésogénes par
ACBP. Nous avons montré que l'absence d’ACBP dans les astrocytes augmente la sensibilité a
I'obésité induite par les diétes riches en gras. Il serait intéressant d’évaluer si ACBP peut protéger les
souris contre les effets obésogenes de la diéte, ou d’évaluer la capacité d’ACBP a renverser la prise de
poids. Pour répondre a ces questions spécifiquement, nous pouvons utiliser une approche de
surexpression virale d’ACBP et/ou d’ODN. Nous pourrions utiliser soit un modeéle de souris obése,
comme les souris déficientes en leptine ob/ob ou un modeéle d’obésité induite par la diete, comme
celui utilisé dans notre troisieme étude. Cette surexpression pourrait étre effectuée avant ou apreés le
développement de I'obésité pour répondre séparément a ces questions. Nous avons complété la
validation de plusieurs des outils nécessaires a la surexpression d’ACBP dans les astrocytes. J'ai ainsi
démontré la spécificité du promoteur GFAP utilisé ainsi que I'efficacité I’expression ectopique d’ACBP
a l'aide de souris ACBP KO. Nous avons aussi démarré des études visant a évaluer les bénéfices

potentiels sur la régulation du poids corporel de I'administration chronique d’ODN ou de ses
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agonistes ou antagonistes. Une éventuelle capacité d’ACBP ou ODN a renverser la prise de poids dans

un modele d’obésité augmenterait le potentiel thérapeutique de cette protéine ou de son récepteur.
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Annexe 1 : Données supplémentaires a I’étude 3

L'ensemble des résultats de la troisieme étude a été obtenu chez des souris males. En plus de ces
données, nous avons aussi effectué ces mémes mesures chez des souris femelles pour déterminer s’il
pouvait y avoir des différences liées au sexe dans le phénotype observé. En effet, il est fréquemment
rapporté que les souris femelles sont plus résistantes au gain de poids induit par la consommation de
diétes obésogenes. Lorsque I'on compare les deux sexes, nous observons une prise de poids ainsi
gu’un poids absolu plus élevé chez les males. Par contre, le gain de poids est observé de la méme
maniere chez les souris femelles (Figure sup. 1A). Tout comme chez les males, cette augmentation
dans la prise de poids est accompagnée d’une prise alimentaire plus élevée chez les souris femelles
ACBP KO comparées aux souris témoin GFAP-Cre (Figure sup. 1B). Ce gain de poids n’est pas
accompagné de changements dans I'activité locomotrice ou dans les dépenses énergétiques (Figure

sup. 2)

L'analyse de la masse corporelle chez les femelles, tout comme chez les males, montre une
augmentation de la masse grasse suite a l'invalidation astrocytaire d’ACBP (figure sup. 3A). Par
contre, nous observons, chez les femelles, une augmentation significative dans le gras intrapéritonéal
en plus des augmentations dans le gras sous-cutané, ce qui n’a pas été observé chez les males (Figure
sup. 3B). Ainsi, nous montrons que le phénotype observé suite a I'ablation astrocytaire d’ACBP n’est

pas lié au sexe et est tout aussi sévere chez les femelles.
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Figure supplémentaire 1: Augmentation de la prise de poids et prise alimentaire des souris

femelles ACBP KO.

Le gain de poids (A) et la prise alimentaire cumulative (B) de souris femelles ACBP +/+; Cre (WT), fl/+;
Cre (HET) et fl/fl; Cre (KO) ont été mesurés sur diete riche en gras durant 16 semaines. * p<0.05, **

p<0.01, *** p<0.001 Two-way ANOVA suivi d’un post-test Bonferroni, n=7-9/group.
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Figure supplémentaire 2: Modulation des paramétres métaboliques suite a I'invalidation d’ACBP

chez les souris femelles sur diéte riche en gras

Des souris femelles ACBP +/+; Cre (WT), fl/+; Cre (HET) et fl/fl; Cre (KO) ont été placés dans des cages
métaboliques suite a une consommation de diéte riche en gras durant 16 semaines. (A) Quotient
respiratoire, B activité locomotrice et C dépenses énergétiques. * p<0.05, Two-way ANOVA suivi d'un

post-test Bonferroni, n=7-9/group.
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Figure supplémentaire 3 : Analyse de la composition corporelle et des divers dépots de tissu
adipeux chez les femelles.

(A) Mesure de la masse grasse mesuré par EchoMRI des souris femelles ACBP +/+; Cre, fl/+; Cre et
fl/fl; Cre ayant été nourries durant 16 semaines sur une diéte riche en gras. B masse de différents
dépbts adipeux (IP) intrapéritonéal, (SC) sous-cutané et (BAT) tissu adipeux brun. * p<0.05, Two-way

ANOVA suivi d’un post-test Bonferroni, n=7-9/group.
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Modulation des comportements liés a I’anxiété par ACBP endogéne

Les effets de I'invalidation d’ACBP sur la prise alimentaire, la régulation de la balance énergétique et
le gain de poids associé a leurs dérégulations, ne peuvent étre interprétés sans tenir compte des
études suggérant qu’ACBP a des effets anxiogénes et est capable d’augmenter le comportement pro
conflit. Ces études se sont basées principalement sur une administration exogéne de la protéine
entiére ou de son produit de clivage, ODN, par ICV. Ce dernier peptide a méme été décrit comme un
peptide de l'anxiété. Les études les plus récentes sur l'effet anxiogéne d’ODN montre que
I'administration de ce dernier par ICV augmente les niveaux d’anxiété tels que mesurés par une
diminution du temps passé dans les sections ouvertes de différents appareils comme le white/dark
box, epm OFT. Cette action anxiogéne serait médiée par I'inhibition du tonus GABAergique par ODN,
ayant ainsi un mode d’action en opposition aux effets anxiolytiques des benzodiazépines tel le

diazépam.

Ainsi, une modulation dans I'expression de cette protéine dite anxiogene peut avoir des effets sur la
prise alimentaire et les dépenses énergétiques. Dans le cadre d’une étude plus approfondie sur les
effets potentiellement anxiolytiques d’un KO d’ACBP (astrocytaire ou complet) ou je figure en tant
gue deuxiéme auteur, nous avons mesuré les niveaux d’anxiété basale de souris invalidées pour ACBP
dans les astrocytes ainsi que des souris complétement invalidées, comparée a des souris de type
sauvage (WT). Nous avons ainsi mesuré les niveaux d’anxiété de ces différentes souris a I'aide d’un
test en Open Field et d’un labyrinthe EPM. Le temps passé dans la zone centrale du test OFT est
identique entre les souris ACBP KO et WT, tant chez les males que chez les femelles (Figure sup. 4A)
indiquant qu’il n’y a pas de différences dans leurs niveaux d’anxiété. On observe la méme tendance
lorsque I'on évalue le niveau d’anxiété de ces souris dans un autre test, 'EPM. Le temps passé dans
les bras ouverts est identique entre les souris WT et KO (Figure sup. 4B). Finalement, nous avons
étudié les souris invalidées spécifiguement dans les astrocytes, soit les souris ACBP flox/flox (WT) et
flox/flox; cre (KO) a I'aide d’un EPM. Tout comme pour l'invalidation totale d’ACBP, le temps passé
dans les bras ouverts de 'EPM est identique entre les souris KO et WT males et femelles (Figure sup.
4C). Nous pouvons donc conclure que I'invalidation, compléte ou astrocytaire, d’ACBP n’a aucun effet
sur les niveaux d’anxiété basale de nos souris. Ceci nous permet ainsi d’éliminer la possibilité que les
phénotypes observés lors de I'étude 3 soient dus a une diminution du comportement anxieux chez les

souris invalidées pour ACBP dans les astrocytes. Ces tests comportementaux font partie d’'une
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publication dans laquelle je figure en deuxiéme auteur publié dans la revue Behavioral Brain Research

le 15 Octobre 2016 (Budry et al. 2016).
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Figure supplémentaire 4 : Mesure des niveaux d’anxiété basals des souris ACBP KO.

(A) Pourcentage de temps passé dans la zone centrale dans un OFT chez les souris ACBP WT et KO
males et femelles. B Pourcentage de temps passé dans le bras ouvert d’un test EPM chez les souris
ACBP WT et KO males et femelles et C chez les souris ACBP invalidés dans les astrocytes flox/flox (WT)

et flox/flox; Cre (KO). OFT : Open Field Test, EPM : Elevated Plus Maze
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Annexe 2 : Régulation de la prise alimentaire et la balance énergétique

par ATGL

En paralléle a mes travaux sur ACBP et son r6le dans le métabolisme central des acides gras et de la
régulation de la balance énergétique, j’ai aussi évalué I'implication de la protéine adipose triglyceride
lipase (ATGL) dans ces processus. ATGL est une protéine lipase responsable de la dégradation des TAG
et est principalement exprimé dans les adipocytes. Par contre, dans le cerveau, ATGL serait une
protéine associée aux membranes avec une activité en tant que phospholipase A2 (Alberdi et al.
1999). Des données suggérent qu’ATGL peut étre activé par un peptide pouvant étre sécrété par les
adipocytes, le pigment epithelium derived factor (PEDF) pour augmenter les niveaux de lipolyse dans
le foie et les tissu adipeux (Borg et al. 2011). Certaines données suggérent que PEDF peut atteindre le
CNS et peut avoir un effet neuroprotecteur dépendant de sa liaison a un récepteur, soit

potentiellement ATGL (Subramanian et al. 2013).

Nous avons donc voulu déterminer si PEDF pouvait avoir un effet anorexigéne, lorsqu’administré
centralement. Nous avons donc injecté par ICV 500 ng du peptide ou de salin sur des souris mises a
jeun et mesurée la prise alimentaire durant 24 h. Nous constatons une diminution de la prise
alimentaire cumulative entre 12 et 24 h suivant I'administration de PEDF par rapport aux souris
controle (Figure sup. 5). Ceci suggére que PEDF peut, s’il est transporté a travers la BBB, moduler la
prise alimentaire. D’autres administrations de ce peptide sont prévues sur des souris ou le récepteur
potentiel de PEDF, soit la lipase ATGL, est invalidé dans le cerveau, pour déterminer si son action sur

la prise alimentaire est médiée par cette lipase.

Nous avons aussi mesuré |'expression d’ATGL dans I’hypothalamus médiobasal de souris placées sur
diete normale ou riche en gras durant 8 semaines (Figure sup. 6). Ces souris ont été séparées en trois
groupes soit les souris sur diete réguliére, les souris sur diete riche en gras ont été divisées en deux
groupes, celles n"ayant pas pris beaucoup de poids et celles dont le gain de poids est élevé. Les souris
dites résistantes a la diete avaient une augmentation de I'expression d’ATGL qui n’a pas été observée
chez les souris non résistantes. Ceci peut suggérer qu’ATGL dans le MBH ait un effet protecteur
contre le gain de poids induit par la consommation de nourriture riche en gras. Ainsi, nous avons

voulu déterminer si ATGL est un acteur potentiel dans la régulation de la prise alimentaire et du
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métabolisme énergétique. Pour ce faire, nous avons utilisé un modeéle de souris ATGL flox pour
invalider cette lipase de facon spécifique dans les neurones de I’ARC. Ainsi, a I'aide d’un appareil
stéréotaxique, nous avons injecté un virus exprimant la recombinase Cre ou le contréle GFP dont
I’expression est controlée par le promoteur synapsine. Ces souris et leurs controles ont alors été

placés sur diete réguliere ou riche en gras durant 8 semaines.

Inhibition of food intake by PEDF
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W PEDF 500ng
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2 4 6 12 24
Figure supplémentaire 5 : Effet anorexigéne de PEDF au niveau central.

500 ng du peptide PEDF ou de salin dans un volume total de 2 plL ont été administrés en ICV dans le
ventricule latéral de souris WT ayant été mis a jeun durant 18 h. L’accés a la nourriture a été restauré
a 10:30 AM, 30 minutes suivant I'administration de PEDF ou de salin et la prise alimentaire

cumulative a été mesurée durant 24h. * p<0.05 t-test, n=8.
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Figure supplémentaire 6 : Niveau d’expression d’ATGL dans I’ARC de souris dont I'obésité est

induite par la diete (DI0O).

Les niveaux d’expression d’ATGL par rapport a I'actine ont étés mesurés par qPCR dans I'ARC de

souris nourries avec une diéte normale (Chow) ou riche en gras durant 8 semaines. Les souris nourries

avec la diete riche en gras ont été séparées selon leur gain de poids, les souris avec un gain de poids

minime (Low responders) et ayant un gain de poids élevé (High responders). * P<0.05 t-test, n=8.
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Figure supplémentaire 7: L’'invalidation d’ATGL dans les neurones de I’ARC de souris sur diete

normale et riche en gras.
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(A) Mesure du gain de poids durant 8 semaines suivant I'administration bilatérale dans I’ARC de 250
nL de virus Synapsine-Cre ou GFP & une concentration de 102 GC/mL a des souris ATGL flox/flox a 8
semaines d’age nourries avec diete normale (Chow) ou riche en gras (HF). (B) Mesure des dépenses

énergétique au terme des 8 semaines sur diéte réguliére ou riche en gras. * P<0.05 t-test, n=8.
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Annexe 3 : Collaboration a d’autres projets de recherche

En plus des différents projets ayant conduit ou non a la publication dans un journal scientifique au
cours de ma these, j'ai aussi eu I'opportunité de collaborer sur la base de mes connaissances et
expertises aux projets des autres étudiants du laboratoire, d’étudiants de laboratoires voisins ainsi

gue des études réalisées par des étudiants provenant d’autres institutions de recherches.

Le premier projet auquel j’ai participé est un projet débuté par Lionel Budry, stagiaire postdoctoral
dans le laboratoire. Son projet consistait a évaluer l'impact de I'ablation d’ACBP sur les
comportements liés a I'anxiété ainsi que dans la réponse anxiolytique au diazépam. ACBP a été
identifié pour dans le cerveau via son activité de liaison au récepteur des benzodiazépines CBR et sa
capacité a inhiber la liaison du diazépam a ce récepteur, d’ol son nom Diazépam Binding Inhibitor. De
plus, I'administration centrale d’ACBP ou de son produit de clivage ODN est considérée comme étant

anxiogéne (Bender and Hertz 1986, De Mateos-Verchere et al. 1998).

En utilisant diverses approches d’invalidation d’ACBP, nous avons étudié I'effet de I'ablation partielle
ou compléte d’ACBP, un inhibiteur du diazépam, sur les niveaux basaux d’anxiétés ainsi que sur
I'action anxiolytique du diazépam. Cette étude montre que I'ablation d’ACBP n’a pas d’effet sur les
niveaux basaux d’anxiété. De plus, les effets anxiolytiques du diazépam sont absents
lorsqu’administrés a des souris invalidées pour ACBP, suggérant que ce dernier est essentiel a I'action

anxiolytique des benzodiazépines.

Ma contribution a ce projet consistait a évaluer I'effet anxiolytique du diazépam sur des souris
invalidées pour ACBP dans les astrocytes via deux tests comportementaux différents, soit le test en
« Open field » et le « Elevated Plus Maze ». Ce travail a conduit a la publication d’un article dans le

journal Behavioral Brain Research dans lequel je suis deuxieme auteur.

DBI/ACBP loss-of-function does not affect anxiety-like behaviour but reduces anxiolytic responses

to diazepam in mice.

Budry L, Bouyakdan K, Tobin S, Rodaros D, Marcher AB, Mandrup S, Fulton S, Alquier T.

Behav Brain Res. 2016 Oct 15;313:201-7. doi: 10.1016/j.bbr.2016.06.052. Epub 2016 Jun 27.
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Jai aussi eu l'opportunité de participer au projet d’Alexandre Fisette, stagiaire postdoctoral en co-

supervision dans les laboratoires des Drs Thierry Alquier et Stephanie Fulton.

Le sujet de cette étude était focalisé sur une hydrolase, a/B-Hydrolase Domain 6 (ABHD6), impliqué
dans la dégradation du 2-arachidonoyl-glycérol (2-AG) un endocanabinoide agissant sur le récepteur
des endocanabinoides CB1. Le 2-AG est synthétisé au niveau du neurone postsynaptique et agit sur
les récepteurs CB1 présynaptique pour inhiber de fagon rétrograde [I'activité du neurone
présynaptique. ABHD6 agit en dégradant le 2-AG au site de synthése pour bloquer l'inhibition
rétrograde. Le but du projet visait donc a évaluer I'impact potentiel d’une délétion d’ABHD6 dans les
neurones de I’hypothalamus ventromédian (VMH) sur la régulation du métabolisme énergétique et
de la prise alimentaire. Les résultats obtenus dans le cadre de ce projet suggerent que cette hydrolase
est impliquée dans I'adaptation, ou dans la réponse, a divers changements métaboliques telles la

restriction alimentaire, la consommation de diete riche en gras ainsi que I'exposition au froid.

Ma participation a cette étude était au niveau des mesures des niveaux de 2-AG dans le VMH de
souris contrOles ou ayant été invalidés pour ABHD6 dans le VMH suivant une période de jeline de 0,

2, 4 ou 18 h. Ces travaux ont conduit a la publication récente d’un article dans le journal Cell Report.

o/B-Hydrolase Domain 6 in the Ventromedial Hypothalamus Controls Energy Metabolism

Flexibility.
Fisette, Tobin S, Décarie-Spain L, Bouyakdan K, Peyot ML, Madiraju SR, Prentki M, Fulton S, Alquier T.

Cell Rep. 2016 Oct 25;17(5):1217-1226. doi: 10.1016/j.celrep.2016.10.004.
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Jai aussi eu I'opportunité de collaborer a des études réalisées dans différents laboratoires, nouement
avec le laboratoire du Dr Jennifer Estall a I'[RCM. L'expertise que j’ai acquise dans les mesures de flux
métaboliques (oxydation des acides gras et du glucose dans des modeles cellulaires et d’explants) au
cours de ma thése m’a permis de participer a cette étude sur le réle de PPARy coactivator 1 (PGC-1).
Dans le cadre de cette étude, j'ai comparé les taux d’oxydations du palmite dans un modele de
cellules B WT et doublement invalidés pour PGC-10/B. Je suis troisieme auteur sur cette étude

publiée dans le journal Molecular Metabolism en 2015.

PGC-1 coactivators in B-cells regulate lipid metabolism and are essential for insulin secretion

coupled to fatty acids.

Oropeza D, Jouvet N, Bouyakdan K, Perron G, Ringuette LJ, Philipson LH, Kiss RS, Poitout V, Alquier T,
Estall JL.

Mol Metab. 2015 Aug 14;4(11):811-22. doi: 10.1016/j.molmet.2015.08.001. eCollection 2015.
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Les différentes méthodes d’invalidation génique tissue spécifique, notamment le systéme cre-lox,
sont des outils indispensables pour les études de biologie moléculaire. L'utilisation de ces systemes
d’expression ou d’invalidation dans les cellules B est fréquemment associée a une expression
ectopique dans le SNC et a des effets potentiels sur I'insulinémie et la glycémie. Le transgene MIP-
CreERT1Lphi inductible a été développé pour pallier a ces différentes limitations et jai eu
I'opportunité de participer a sa caractérisation. Dans cette étude j'ai mesuré I'expression ectopique
du transgene Cre dans divers noyaux hypothalamiques pour déterminer si ce transgene est spécifique
aux cellules B. J'ai aussi comparé les niveaux d’expression de I’hormone de croissance humaine, qui

fait partie du construit MIP-CreERT1Lphi, dans I'hypothalamus et dans les ilots pancréatiques.

Je suis cinquiéme auteur sur cette étude publiée dans le journal Diabetes en 2015.

Phenotypic Characterization of MIP-CreERT1Lphi Mice With Transgene-Driven Islet Expression of

Human Growth Hormone.

Oropeza D, Jouvet N, Budry L, Campbell JE, Bouyakdan K, Lacombe J, Perron G, Bergeron V, Neuman
JC, Brar HK, Fenske RJ, Meunier C, Sczelecki S, Kimple ME, Drucker DJ, Screaton RA, Poitout V, Ferron

M, Alquier T, Estall JL.Diabetes. 2015 Nov;64(11):3798-807. doi: 10.2337/db15-0272. Epub 2015 Jul 7.
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