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AVANT-PROPOS

La survie de tout organisme résulte dans sa capacité a s’adapter rapidement aux variations
externes de son environnement et a maintenir un état d’équilibre interne appelé homéostasie. Le
maintien de cet équilibre est rendu possible grace au dialogue permanent qui existe entre la

périphérie et le cerveau, lequel est orchestré par la circulation sanguine.

Ce phénomene d’homéostasie se retrouve également dans le cadre de la régulation de la
prise alimentaire. La leptine, hormone satiétogene est au centre de cette régulation : elle renseigne
I"hypothalamus sur le statut d’adiposité général de I'organisme et induit une réponse métabolique
adaptée en agissant directement sur les neurones cibles du noyau arqué, afin de réduire la prise

alimentaire et de rationaliser les dépenses énergétiques.

Or, il existe des cellules spéciales responsables du transport de la leptine de la périphérie

vers le cerveau : les tanycytes.

J’ai découvert les tanycytes en Master, au sein du laboratoire du Dr Vincent Prévot a Lille, ou j’ai
particulierement étudié I'organisation de la barriére tanycytaire chez la souris obése et sa plasticité
au cours du cycle ovarien chez la femelle. J'ai par la suite rejoint I’'équipe du Dr Stéphane Gasman
a l'institut des Neurosciences cellulaires et intégratives (INCI, CNRS UPR3212) de Strasbourg, pour
développer un tout nouveau projet visant a étudier précisément les mécanismes de transport

intracellulaires de la leptine par les tanycytes.

Les tanycytes sont capables grace a leur position préférentielle dans I’éminence médiane,
le long du 3¢ ventricule, de contrdler I'acces des molécules métaboliques vers le noyau arqué.
Considérés comme des « gardiens » de la porte d’entrée dans I'hypothalamus, les tanycytes
forment une barriere étanche qui empéche la diffusion des molécules vers le reste du cerveau et
joue de facto un role central dans la régulation des échanges entre la périphérie et le cerveau. Les
tanycytes participent activement au transport par transcytose des hormones métaboliques telles
que la leptine et la ghréline. Cependant, ce mécanisme de transport n’avait jamais été réellement

étudié.



Mes travaux ont donc consisté a mettre en exergue les mécanismes moléculaires impliqués

dans le transport de la leptine par les tanycytes in vitro.

Pour ce faire, j'ai mis en place un systéme de culture primaire de tanycytes de rat, modele
sur lequel j’ai disséqué les différentes étapes de la transcytose, a savoir I'endocytose ainsi que le
transport intracellulaire de la leptine jusqu’a son relargage, pour en découvrir les principaux
acteurs. En parallele, j'ai également élaboré un systeme unique de culture polarisée pour les

tanycytes in vitro.

La présente thése s’articule comme suit: apres avoir présenté ['organisation de
I"hypothalamus, de I’éminence médiane, ainsi que les acteurs de la régulation de la balance
énergétique, je présenterai en détails la leptine ainsi que son partenaire, le récepteur Ob-R qui,
ensemble, régulent le métabolisme énergétique. Je me focaliserai ensuite sur les différentes
étapes du transport intracellulaire que ce complexe leptine/Ob-R peut emprunter dans la cellule.
Enfin, je conclurai ce manuscrit par une discussion sur les questions importantes soulevées par mes

résultats et observations et je proposerai des perspectives d’étude a court et a long terme.



INTRODUCTION

CHAPITRE 1

CENTRE DE REGULATION DE L"HOMEOSTASIE
ENERGETIQUE
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l. L’ HYPOTHALAMUS

I.1. GENERALITES

L’hypothalamus représente une petite zone située a la base du systéme nerveux central (SNC) et
distribuée de part et d’autre du 3¢ ventricule. Considéré comme le principal organe endocrine, il régule
les grandes fonctions physiologiques de l'organisme telle que la reproduction, le métabolisme
énergétique, la température corporelle, la pression sanguine et I’'horloge circadienne afin de maintenir
une homéostasie. L’hypothalamus est relié a I'hypophyse, une autre glande endocrine également
appelée glande pituitaire avec laquelle il communique par la tige pituitaire formant ainsi I'axe
hypothalamo-hypophysaire. Sa fonction premiére est de sécréter des facteurs de régulation, les
neurohormones hypothalamiques, dans la circulation sanguine ou dans le systéme porte hypothalamo-
hypophysaire qui seront transportées jusqu’a la glande pituitaire antérieure pour adapter et
coordonner la sécrétion hormonale des différentes glandes du corps . L'ensemble participe au dialogue

constant qui existe entre le systéeme nerveux central et le systéme endocrinien.

Ce n’est qu’au début du 20° siecle que l'importance de I’hypothalamus dans la régulation du
contréle de I"homéostasie énergétique a été démontrée. Il était jusqu’alors difficile de différencier le
réle de I'hypothalamus de celui de I'"hypophyse physiquement liés. Dans les années 1930, des études
utilisant la stimulation électrique pour induire des Iésions irréversibles ont montré I'implication de
I"'hypothalamus dans la régulation de la prise alimentaire. Une |ésion induite dans les régions de
I"hypothalamus ventromedian comprenant le noyau arqué (NA) ou I"hypothalamus dorsomedian, induit
chez les animaux la mise en place d’une hyperphagie et de I'obésité 2. Inversement, Anand et Brobeck
ont montré en 1951 qu’une Iésion de "aire latérale de I'hypothalamus pouvait engendrer une inhibition
de la faim associée a une perte de poids importante allant jusqu’a la mort des animaux 3. Découlant de
ces travaux, l'identification dans I'hypothalamus de fonctions associées spécifiquement a certaines
régions ont été mises en avant, définissant ainsi I'aire latérale de I’hypothalamus comme le « centre de
la faim » et I’hypothalamus ventromédian comme le « centre de la satiété »*. Historiquement, ces
travaux ont été les premiers a démontrer le réle clé de I’hypothalamus dans I'intégration des signaux

énergétiques et la régulation du métabolisme énergétique.
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L'hypothalamus est aujourd’hui connu comme le centre intégrateur majeur des signaux
endocrine du cerveau afin de maintenir ’'homéostasie®. Dans 'organisme, le maintien de cet état
d’équilibre énergétique est en grande partie possible grace a la complexité physiologique et
anatomique de cette région du SNC (figure 1). En effet, il se compose d’un vaste réseau neuronal
distribué dans des noyaux hypothalamiques qui communiquent les uns avec les autres par |'expression
de neuropeptides spécifiques et modulés par des signaux reflétant en permanence le statut
énergétique de I'organisme®’. Cette organisation lui permet l'intégration des signaux sensoriels
périphériques qui sont ensuite traités, et une réponse physiologique est adaptée par la sécrétion de

signaux régulateurs autonomes et de peptides neuroendocrines pour maintenir ’homéostasie®.

[.2. LES NOYAUX HYPOTHALAMIQUES

L’hypothalamus est constitué d’un ensemble de noyaux symétriquement répartis autour du 3¢
ventricule et qui regroupe spécifiquement diverses populations neuronales. De récents travaux de
recherche ont mis en évidence la composition neuronale des noyaux hypothalamiques et leur réle
notamment dans la régulation du métabolisme énergétique permettant de mieux comprendre leur
fonction. Ces structures peuvent étre de 1" ordre, c’est le cas du noyau arqué (NA) qui se projette
ensuite sur les structures de 2" ordre, comprenant les noyaux tel que le noyau ventromédian (VMH),
le noyau dorso-médian (DMH), I'aire hypothalamique latérale (ALH) et le noyau para-ventriculaire (PVH)
formant un réseau complexe capable de répondre de maniére synchronisée aux variations

énergétiques de I'organisme (figure 2)%°.

[.2. A— Noyau de ler ordre - Le noyau arqué

Le noyau arqué (NA), situé dans I’hypothalamus médiobasal est le premier noyau a recevoir
I'information périphérique qu’il va ensuite transmettre aux autres noyaux hypothalamiques®. Son
emplacement privilégié, accolé au 3° ventricule et a I'’éminence médiane (voir détails chapitre |, partie
3), un organe circumventriculaire qui contient un réseau dense de vaisseaux sanguins fenétrés, |ui
permet d’intégrer les signaux périphériques hormonaux et nutritifs qui passent dans le LCR ou dans le
sang®. Le NA présente un nombre important de récepteurs aux différentes hormones métaboliques
comme la leptine®3, la ghréline'* ou encore I'insuline®® et qui sont présents sur les neurones impliqués

dans la régulation de la balance énergétique.
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[[] Glande pituitaire

Noyau arqué (NA)

Noyau antérieur

Noyau ventromedian (VMH)
Noyau dorsomedian (DMH)
Noyau paraventriculaire (PVI

Aire latérale (ALH)
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Tige pituitaire
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Figure 1 : Organisation anatomique de I’hypothalamus en connexion avec la
glande pituitaire. L’hypothalamus se situe a la base du cerveau et est associé¢ avec la
glande pituitaire. L’hypothalamus se compose de nombreux noyaux hypothalamiques tels
que le noyau arqué (NA), le noyau ventromedian (VMH), le noyau dorsomedian (DMH),
le noyau paraventriculaire (PVH) I'aire latérale hypothalamique (ALH) et de I’éminence
médiane. La tige pituitaire relie ’hypothalamus a la glande pituitaire, formant ainsi I’axe
hypothalamo-hypophysaire.
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Parmi les populations neuronales mises en jeu, deux populations majeures ont été décrites. Les
neurones dits anorexigénes, expriment la proopiomélanocortine (POMC) et le transcrit Cocaine and
Amphetamine-Related Transcript (CART). La POMC est le précurseur des hormones de stimulation
Melanocyte Stimulating Hormone (a-MSH et B-MSH) qui ont pour effet de diminuer la prise alimentaire
et de favoriser la dépense énergétique via I'activation des récepteurs a la mélanocortine MC3-R et MC4-
R161 | 3 seconde population, composée de neurones dits orexigénes, sécréte le neuropeptide Y (NPY)
et la protéine Agouti-related protein (AgRP)*® qui stimulent la prise alimentaire et inhibent la dépense
énergétique®. De plus, AgRP se fixe également sur les récepteurs MC3-R et MC4-R et agit comme
antagoniste compétitif capable d’inhiber I'effet anorexigéne de I'a-MSH 217

L’'ensemble des neurones de 1°" ordre constituant le noyau arqué jouent un réle trés important
dans le relai de I'information. En effet, ils doivent intégrer cette information et la relayer aux neurones

de 2" ordre sur lesquels ils se projettent (figure 2) 7.

|.2. B— Noyau de 2" ordre — Le noyau ventromédian

Le noyau ventromedian (VMH) représente le noyau hypothalamique le plus volumineux. Situé
dorsalement au NA%, il est considéré comme le « centre de la satiété ». Le VMH fait partie du circuit de
régulation de la prise alimentaire et son altération entraine une hyperphagie et une obésité?. Il contient
notamment des récepteurs a mélanocortine et des récepteurs au NPY sécrété par le NA a proximité .
De plus, il est également proche du 3¢ ventricule, ce qui lui permet d’étre atteint directement par la
leptine?*. Le VMH contient un nombre important de neurones glucosensibles lui conférant également
des propriétés de senseur de glucose. En effet, il joue un rbéle dans I'adaptation de la réponse aux

2526 ot une chute importante de glucose sanguin entraine une stimulation de

variations de la glycémie
la prise alimentaire?’. On peut également citer la présence du facteur anorexigéne, le neurotrophique
Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) dans le VMH qui est exprimé par certains neurones et qui

participe a la régulation de la prise alimentaire®%.

A'son tour, le VMH émet des projections vers les autres noyaux tels que le noyau dorsomedian,
paraventriculaire et |aire latérale hypothalamique’. La liaison avec ALH lui permet notamment d’agir

sur le comportement alimentaire, et plus spécifiquement sur la taille et la fréquence des repas?.
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1.2. C - Noyau de 2" ordre — Le noyau dorsomédian

Le noyau dorsomédian (DMH) est situé de chaque coté du 3¢ ventricule, dorsalement au VMH.
Il peut étre divisé en 3 parties, antérieure, ventrale et postérieure. Différents types de neurones le
composent dont notamment des neurones a galanine, un neuropeptide orexigéne dont une proportion
répond a la leptine®. Il faut noter qu’une lésion du DMH induit une hypophagie et réduit I'accumulation
de masse grasse®l. Le DMH va initier la prise alimentaire et joue donc un réle dans la régulation de la
prise alimentaire.

Le DMH recoit des projections NPY/AgRP et POMC du NA et émet de nombreuses connexions
directes sur les noyaux hypothalamiques médians (PVH) et latéraux (ALH) impliqués dans le contrdle de
la prise alimentaire 3%.’ensemble de ces connexions font de ce noyau un centre intégrateur impliqué

dans la régulation de la prise alimentaire et du poids corporel®231.

1.2. D - Noyau de 2"¥ ordre — Noyau paraventriculaire

Le noyau paraventriculaire (PVH) se situe dans I"hypothalamus antérieur et dans la partie
supérieure du 3¢ ventricule. Il joue un réle important dans la restriction de la prise alimentaire, et sa
destruction conduit, chez I'animal, a une suralimentation et a l'obésité**. Le PVH communique
directement avec le NA duquel il recoit de nombreuses projections de neurones NPY/AgRP et POMC *°.
Cette relation particuliere avec le NA semble étre centrale dans la régulation de I'homéostasie
énergétique. Chez I'animal, une injection de NPY dans le PVN stimule la prise alimentaire alors qu’une

injection de I'a-MSH I'inhibe 1933,

R 3637 et chez la souris, sa

Le PVH exprime de fagcon importante les récepteurs a la mélanocortine MC4-
suppression dans le PVH entraine une hyperphagie associée a une réduction de la dépense énergétique

et a une altération de I'hnoméostasie du glucose *%. On peut noter également que I'hormone libérant de

9 0

la corticotropine (CRH) * et I'hormone libérant la thyrotropine (TRH) “° sont des neuropeptides
anorexigénes de 2" ordre sécrétés dans le PVH. Ils sont également impliqués dans I'activation de MC4-

R et participent donc a la régulation de la prise alimentaire.

Le PVN a pour fonction d’intégrer de nombreux signaux et de réguler la prise alimentaire et

modifie le comportement alimentaire grace notamment a sa communication avec le tronc cérébral.
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I.2. E - Noyau de 2" ordre — Laire latérale de I’hypothalamus

Historiqguement considéré comme le centre de la faim, le noyau de laire latérale de
I"hypothalamus (ALH) se situe latéralement aux autres noyaux hypothalamiques. Des expériences de
stimulation neuronale ou pharmacologique de cette aire entraine une motivation accrue a manger. Il a
été démontré qu’une lésion de I'ALH conduit a une perte de poids et a la mort des animaux par

restriction calorique**?

. I'ALH contient deux populations neuronales qui expriment les peptides
melanin-concentrating hormone (MCH) et I'orexine (A et B) ** qui favorise la prise alimentaire (figure
2). Elle comporte également des terminaisons neuronales exprimant le NPY qui proviennent du NA. La
présence d’un récepteur au NPY (Y5R) lui permet notamment de répondre a I'action orexigene de ce
peptide*. L'aire latérale se compose également de neurones glucosensibles lui permettant de répondre
aux variations du niveau de glucose circulant et de participer plus généralement a la régulation de
I’'homéostasie glucidique®. Elle va émettre des projections vers les autres noyaux et d’autres structures
hypothalamiques tels que le noyau du tractus solitaire ou le noyau du raphé mais également vers le

tronc cérébral et la moelle épiniére contrélant ainsi la composante parasympathique du systeme

nerveux autonome et la régulation de la prise alimentaire a court et a long terme.

La communication du NA avec les autres noyaux hypothalamiques est primordiale pour la
transmission des signaux et 'adaptation permanente de la réponse énergétique (figure 2). Dans ce
contexte, 'acces des facteurs métaboliques périphériques au NA est une étape importante dans la
régulation de la balance énergétique et implique des zones d’échanges entre la périphérie et

I"hypothalamus telles que la barriere hémato-encéphalique et I'éminence médiane.

I.3. INTERFACE SANG/CERVEAU HYPOTHALAMIQUE

Au sein de I’hypothalamus médiobasal et de I'éminence médiane, les échanges avec la périphérie

sont nombreux et font intervenir différents acteurs qui sont a I'interface entre le sang et le cerveau.

[.3. A - La barriére hémato-encéphalique
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Figure 2 : Connexions entre les différents noyaux hypothalamiques de la
régulation du métabolisme énergétique. Représentation des neurones de 1¢r ordre,
le noyau arqué, qui communique avec et les neurones de second ordre, comprenant le
VMH, le DMH, le PVH, et ALH. Les neurones du NA expriment les peptides
NPY/AgRP, orexigéniques et les neurones exprimant POMC et CART sont
anorexigenes. Les neurones de second ordre produisent des peptides anorexigenes OT
(ocytocine), TRH (thyrotropine-releasing hormone, corticotropin-releasing hormone
(CRH) dans le PVN et des peptides orexigenes ORX (orexin) et MCH (melanin-
concentrating hormone) dans 'ALH. L’ensemble participe a la régulation de la prise
alimentaire et des dépenses énergétiques. NA : noyau arqué ; VMH : hypothalamus
ventro-médian ; DMH: hypothalamus dorso-médian; ALH: aire latérale
hypothalamique. Adapté de Le thuc et al., 2017.
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La barriere hématoencéphalique (BHE) est primordiale pour le maintien de ’homéostasie du
cerveau et permet de prévenir I'exposition des différents neurones hypothalamiques aux molécules

circulantes.

Présente dans I’hypothalamus ainsi que dans les autres régions du cerveau, elle se compose de
cellules endothéliales présentant des jonctions serrées qui sont entourées d’une épaisse lame basale,
d’astrocytes et de péricytes (figure 3)***’. ’ensemble de ces cellules joue un réle crucial dans la
formation des propriétés de barriere de la BHE. Les cellules endothéliales et les péricytes sécretent
directement la lame basale composée de collagene de type IV, de fibronectine et de laminine, éléments

essentiels a la différenciation des cellules endothéliales et a la formation des jonctions serrées®.

Il faut noter qu’a ce niveau, les cellules endothéliales ne présentent pas de pores fenétrés dans
leur membrane, empéchant ainsi la diffusion passive des molécules qui ne peuvent pas franchir la BHE
imperméable®®. Un transport spécifique et régulé est donc nécessaire pour atteindre le cerveau a

travers la BHE.

[.3. B—L"éminence médiane

L’éminence médiane est définie comme un organe circumventriculaire (OCV) et se situe a la

base du 3¢ ventricule. Contrairement a la BHE, elle se compose d’un plexus capillaire riche qui présente
des fenestrations® et les cellules endothéliales sont dépourvues de jonctions serrées (figure 3). Cette
organisation spécifique permet la libre diffusion des molécules dans le parenchyme de I'EM et les
propriétés de barriére protectrices sont ici reportées au niveau de cellules épendymo-gliales, appelées
tanycytes (voir chapitre 1, partie Il). L'EM possede une fonction clé dans la communication entre le sang
et le cerveau. En effet, cette zone d’échange importante joue un réle de porte d’accés aux molécules

circulantes (hormones et nutriments) vers les cellules nerveuses du NA et par conséquent, est

directement impliquée dans la régulation de I'homéostasie énergétique.

L'EM est une structure hautement organisée. Le plancher du 3¢ ventricule est formé par les
corps cellulaires des tanycytes qui présentent des jonctions serrées, limitant ainsi le libre passage les
molécules vers le LCR***!. De plus, les tanycytes émettent des prolongements dans la zone externe de
I'EM qui sont en contact avec les capillaires fenétrés, établissant un lien anatomique entre le
compartiment sanguin et le LCR. D’autres cellules gliales, comme les astrocytes ou encore des

terminaisons neuronales participent également a I'organisation complexe de 'EM (figure 4).



L’hypothalamus

L’hypothalamus est le centre principal de régulation de ’homéostasie

énergétique.

Il se compose de noyaux dont le principal est le noyau arqué. Il est le
premier noyau rejoint par les signaux métaboliques qu’il intégre puis

relaye I'information aux noyaux de 2" ordre.

L’hypothalamus contient différentes interfaces avec le sang,
importantes pour les échanges avec la périphérie, comme la barriére

hémato-encéphalique (BHE) ou I’éminence médiane (EM).

-18 -



-19-

BHE Vaisseau fenétré de ’'EM

Pieds astrocytaires e L Fam

.
-~ glie NG2
vear N :
R 9

Pieds astrocytaires

07

/ Pied tanycytaire

Péricyte immature

.\
\
\
|

Jonction serrée
Membrane basale interne

Membrane basale externe ——"

Cellule endothéliale Espace perivasculaire
Cellule endothéliale fenélrée

Figure 3: Organisation des vaisseaux sanguins de la barriére hémato-
encéphalique et des vaisseaux fenétrés de I’éminence médiane. Schéma représentant
les cellules endothéliales entourées de péricytes matures constituant la BHE. Ils sont entourés
d’une épaisse lame basale et de pieds astrocytaires. Les cellules endothéliales de la BHE possedent
des jonctions serrées alors que les cellules endothéliales de ’EM présentent des fenestrations. Les
astrocytes entourent les vaisseaux de 'EM et sont au contact de la membrane basale externe qui
délimite un espace périvasculaire. Les vaisseaux de ’EM sont également en contact avec les pieds
tanycytaires. Adapté de Morita-"Takemura and Wanaka, 2019.
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Figure 4: Organisation de I’éminence médiane. Les corps cellulaires des tanycytes
(Nestine, rouge) forment le plancher du 3¢ ventricule et présentent des jonctions serrées (orange).
Ils émettent des prolongements qui contactent Pespace périvasculaire des cellules endothéliales
fenétrées connectant ainsi le sang et le LCR. Zone de communication importante, on trouve
également dans 'EM des astrocytes (GFAP) et les terminaisons des neurones du NA. Adaptée de
Morita-Takemura and Wanaka, 2019
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. LES TANYCYTES HYPOTHALAMIQUES

L"hypothalamus médiobasal contient nombre de neurones qui sont contactés par les molécules
présentes dans le LCR ou dans la circulation sanguine. L'organisation de cette région est donc trés
intéressante pour I'étude de la communication entre la périphérie et le SNC. Il est admis aujourd’hui
gue les tanycytes représentent un des acteurs principaux de cette zone d’échange et participent

activement a sa régulation.

Il.1. HISTORIQUE

Le nom tanycytes provient du grec tanus qui signifie “allongé”. Ces cellules ont été décrites pour
la premiere fois par Wingstrand KG. (1951) puis Horstmann E. (1954) qui les identifia dans le recess
infundibular du 3¢ ventricule®2. Historiquement, c’est en 1909 que Santiago Ramon y Cajal fait la
premiére observation de cellules allongées dont les corps cellulaires forment la paroi du 3¢ ventricule
et présentent un prolongement cellulaire unique s’étendant jusqu’a la surface piale du recess
infundibular. Les tanycytes sont présents dans tout le régne animal. En effet, on les retrouve dans tout
le SNC des vertébrés inférieurs (poissons, oiseaux, ...) mais chez les mammiféres adultes, ils sont
53,54’ |a

restreints dans des zones spécifiques du cerveau dont notamment les parois du 3¢ ventricule

base du 4¢ ventricule ° et les ventricules latéraux chez le rat adulte®®.

Les tanycytes sont des cellules épendymo-gliales bipolaires possédant un pole proximal au niveau
du ventricule et un poéle distal au contact de capillaires du systeme porte hypothalamo-hypophysaire.
C’est grace a cet emplacement privilégié que plus tard, Lofgren (1959)°7 émit I'hypothése que les
tanycytes seraient des transporteurs de molécules qui proviennent du sang, vers le LCR. A la suite de
ces découvertes, des études ont soulevé des discordances sur la capacité des tanycytes a transporter
les molécules circulantes dues notamment au manque d’outils. Aujourd’hui, il nécessaire de continuer

ses investigations pour mieux comprendre les mécanismes de régulation de ses échanges.
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Il. 2. CARACTERISTIQUES

[I.1. A — Hétérogénéité des tanycytes

La population de tanycytes est hétérogene et historiquement 4 types de tanycytes différents
ont été décrits °%°° Le type de tanycyte se détermine sur la base notamment de leur localisation le long
du 3% ventricule, de leur morphologie ou de leur fonction cellulaire %961 Au cours des derniéres années,
des expériences ont tenté d’approfondir la compréhension du réle de chacun des types tanycytaires
possédant des phénotypes bien distincts®%*%4. Les tanycytes sont divisés en deux groupes, a et B,

chacun divisé en 2 sous-types donnant les tanycytes a-1 et a-2 et les tanycytes B-1 et -2 (figure 5).

Tanycyte a-1
Les tanycytes a-1 possedent un corps cellulaire de forme cylindrique et une zone sous nucléaire

formant un cone et donnant lieu a un prolongement basal lisse. Situés dans la paroi latérale du recess
infundibulaire, ils contactent le VMN et une partie du DMN. Les pieds sont en contact avec les capillaires
sanguins et un méme prolongement peut parfois faire plusieurs contacts. Le pole apical des tanycytes
a-1 ne posséde pas de microvillosités, mais la membrane lisse peut présenter 1 ou 2 cils®. Ce sous type
reste aujourd’hui peu caractérisé. Récemment, il a été rapporté que les tanycytes a-1 présentaient des

protrusions le long des prolongements et contactent de cette facon les neurones du DMH®®.

Tanycyte a-2
Les tanycytes a-2 possedent également un corps cellulaire cylindrique et présentent au niveau

apical un ou deux cils. Les prolongements émis sont au contact de la zone dorsale du noyau arqué (NA)
et suivent une trajectoire de projection latéroventrale. lls présentent des épines tout au long de leur
prolongement et les pieds tanycytaires sont au contact des capillaires sanguins de la BHE mais

également des neurones NPY/AgRP présents dans cette zone*®’.

Tanycyte f3-1
Les tanycyte B-1 forment la paroi du 3¢ ventricule au niveau ventral du NA. Ils étendent leurs

prolongements dans la zone latérale de I'EM en suivant une trajectoire courbe. Ils sont en contact avec
I'espace périvasculaire des capillaires fenétrés du systeme porte hypothalamo-hypophysaire mais

également avec les neurones a GnRH (gonadolibérine)®.

Tanycyte f3-2
Les tanycyte B -2 possédent un corps cellulaire plat et des prolongements a surface lisse. Ils

s’étendent dans I'EM avec une trajectoire rectiligne et possedent des pieds avec plusieurs ramifications

68 Les prolongements tanycytaires sont en contact avec la zone péricapillaire et les axones terminaux



-22 -

des neurones présents dans I'EM et le NA. Les corps cellulaires des tanycyte B-2 possedent des
jonctions serrées, composées des protéines zonula occludens-1, occludine et claudine-5, qui

permettent d’isoler le LCR des molécules diffusant dans le parenchyme de I'éminence médiane*>®.

[I.1. B — La barriere tanycytaire de I'EM

Comme présenté précédemment, les vaisseaux caractéristiques de I'EM présentent des
fenestrations permettant aux molécules de diffuser librement dans le parenchyme. Or, la présence de
jonctions serrées sur les corps cellulaires des tanycytes B permet de restreindre I'accés des molécules
au NA et définissent ce que I'on appelle la barriére tanycytaire. De plus, cette barriere est extrémement
plastique. La présence de jonctions serrées organisées en « nid d’abeille » est modulée selon le statut
énergétique de I'organisme. Lors d’un jeun, les tanycytes sont capables de se réorganiser et d’induire

la perméabilité des vaisseaux par sécrétion de VEGF-A 7* montrant I'adaptation rapide de cette barriére.

Les tanycytes sont des cellules bipolaires spécialisées qui réalisent un pont entre le LCR et le
sang dans I’'EM. A ce niveau, les tanycytes B sont au contact des vaisseaux fenétrés et participent a la

régulation des échanges avec la périphérie afin de contrdler la balance énergétique.

[I.2. C — Fonctions des tanycytes

Contrdle des fonctions métabolique et de reproduction
La fonction de barriere tanycytaire et leur relation étroite avec les vaisseaux de I'EM et de la BHE,
placent les tanycytes dans une position privilégiée pour 'intégration des facteurs périphériques’t. De
plus, la barriére restreint le passage vers le NA des molécules circulantes qui diffusent dans le

parenchyme de I'EM #°7°,

Des études montrent que les tanycytes ont un rbéle dans le transport des hormones
métaboliques vers I'hypothalamus. En effet, la leptine et la ghréline circulantes sont captées par les
tanycytes B puis sécrétées dans le LCR pour atteindre les neurones du NA ’?”3.Les hormones

métaboliques seraient donc transportées par transcytose a travers les tanycytes (figure 6).
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Figure 5: Organisation des tanycytes et des cellules épendymaires
hypothalamiques autour du 3¢ ventricule. Les tanycytes (nestine rouge) s’organisent
différemment le long du 3¢ ventricule. En effet les tanycytes a-1 font face au noyau DMH
et VMH, les tanycytes a-2 et 3-1 font face au NA et les tanycytes 3-2 sont localisés dans
I’EM. Les prolongements des tanycytes [3 contactent les capillaires fenétrés du systeme
porte. Contrairement aux autres tanycytes, les corps cellulaires des tanycytes [3-2 de 'EM
présentent des jonctions serrées et des propriétés de barriere, empéchant la diffusion des
molécules d’atteindre les noyaux hypothalamiques par le 3¢ ventricule. Figure adaptée de
Prévot et al., 2018.
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Les tanycytes participent également a la régulation de I'axe de reproduction en répondant aux
variations des hormones sexuelles. Ils sont sensibles aux cestrogenes et expriment notamment le
récepteur a aux cestrogénes’®. Dans I'EM, les terminaisons nerveuses des neurones a GnRH sont au
contact de prolongements tanycytaires qui modulent la sécrétion de I’hormone directement dans le
systéme porte”. En effet, selon le cycle ovarien, les tanycytes vont s’adapter et par une action de

rétraction de leurs pieds, permettre la libération de la GnRH dans le sang’®.

Outre la capacité des tanycytes a transporter et réguler I'acces des hormones sexuelles et
métaboliques, ils sont également sensibles aux différents nutriments présents dans le 3¢ ventricule”’.
Les tanycytes o et B-1 agissent comme des senseurs du glucose présent dans le LCR (figure 6) ® et
expriment notamment le transporteur de glucose GLUT1 et GLUT27°. De plus, une étude récente a
montré que les tanycytes expriment les récepteurs du golt (doux) Taslrl et Taslr3 qui peuvent
s’associer et contribuer a la sensibilité des tanycytes pour la détection des acides aminés présents dans
le LCR®. IIs répondent également a la présence des acides gras et sécrétent le facteur de croissance

FGF21 afin de réguler ’'homéostasie lipidique centrale 8.

Neurogénése

Au cours de la période post-natale, la présence de cellules en division a été décrite autour du
3¢ ventricule. C'est plus particulierement dans la région ventrale de I’hypothalamus qu’une niche de
progéniteurs a été découverte. Les tanycytes expriment des marqueurs de cellules souches tels que le
la nestine et Sox 2 et le facteur de transcription des progéniteurs Rax 8 et seraient a 'origine des
nouveaux neurones générés dans cette zone qui s’intégrent et forment des synapses avec les neurones
NPY, AgRP et POMC déja existants 8% De plus, ils peuvent également produire de nouvelles cellules

8 Les tanycytes sont capables de neuro-gliogenése, permettant le

gliales apres la naissance
renouvellement des cellules gliales et neuronales impliquées notamment dans la régulation du
métabolisme et du controle de la fonction de reproduction. Cependant, le type de tanycytes impliqué

reste encore débattu %%,

Les tanycytes participent donc a la régulation de la fonction de reproduction et du métabolisme

énergétique.
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Figure 6 : Transport des facteurs métaboliques par les tanycytes. Les tanycytes
organisés le long du 3e ventricule sont capables de transporter des facteurs métaboliques.

Les tanycytes [3 localisés dans 'EM présentent des jonctions serrées au niveau de leurs

corps cellulaires et les prolongements sont au contact de vaisseaux fenétrés. Les pieds

tanycytaires captent la leptine (blanc) et la ghréline circulante et vont les transporter
jusqu’au corps cellulaires pour les sécréter dans le LCR. Les hormones vont ensuite
rejoindre leurs cibles neuronales présentes dans le NA. Les tanycytes répondent également
aux variations des nutriments dont le glucose présent dans le sang et dans le LCR. Les

tanycytes a peuvent a leur tour transporter les molécules du LCR vers le NA qui se
compose également de vaisseaux de la BHE et d’astrocytes. Issue de Balland et al., 2014 ;

Garcia-Caceres et al., 2019.



Les tanycytes hypothalamiques

Les tanycytes sont des cellules épendymogliales réparties le long du 3°

ventricule dans I’hypothalamus.

La population de tanycytes est hétérogéne et est composée de 4 sous

types de tanycytes a-1 et 2, 6-1 et 2

Les tanycytes sont des cellules polarisées dont les corps cellulaires sont
au contact du LCR et les prolongements s’étendent au contact de

neurones des noyaux, ou des cellules endothéliales de la BHE ou de I'EM.

Dans I’EM, les corps cellulaires des tanycytes présentent des jonctions

serrées et forment une barriéere imperméable aux molécules circulantes.

Les tanycytes sont impliqués dans la régulation de la balance
énergétique, de la fonction de reproduction et sont impliqués dans la

neurogeneése hypothalamique
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1. REGULATION DE LA BALANCE ENERGETIQUE

La balance énergétique est régulée de facon fine afin de maintenir constamment une
homeéostasie énergétique. Deux composantes la définissent, la prise alimentaire et la dépense
énergétique comprenant le métabolisme basal, I'activité physique et la thermogeneése. Le maintien de
I’équilibre de la balance énergétique est essentiel et son altération peut conduire a un déséquilibre et

au développement de désordres métaboligues tels que I'obésité ou encore I'anorexie.

Deux types de régulation de la prise alimentaire sont a distinguer : la régulation a court terme
lige a I'ingestion des aliments, et a la digestion qui fait intervenir le noyau du tractus solitaire (NTS),
premier relais central de I'information nerveuse acheminée par le nerf vague ; et la régulation a long
terme faisant intervenir la sécrétion de nombreuses d’hormones agissant sur le NA (figure 7). J'ai décidé
de présenter succinctement les trois principales hormones et nutriments impliqués dans cette

régulation.

I1l.1. LES HORMONES IMPLIQUEES DANS LA REGULATION DE LA PRISE ALIMENTAIRE

Facteurs diminuant la prise alimentaire
La leptine est une hormone anorexigene de 146 acides aminés, produite principalement par le

tissu adipeux. Elle est considérée comme I"'une des hormones les plus importante de la régulation de

I"homéostasie énergétique. Un chapitre entier est consacré a sa description (voir Chapitre 2).

L'insuline est une hormone pancréatique de 51 acides aminés qui joue également un réle
central dans la régulation du métabolisme énergétique 8. De la méme facon que la leptine, les taux
d'insuline circulant sont proportionnels a la masse du tissu adipeux (figure 7). Cependant, la sécrétion
d’insuline est régulée de maniére tres rapide en fonction des variations métaboliques et peut moduler
la sécrétion de la leptine. Elle apparait ainsi comme un signal reflétant l'interaction entre les processus
métaboliques immédiats et le niveau d'adiposité. L'insuline est produite par les cellules B-pancréatiques
et joue un réle dans la régulation du glucose. Elle régule son stockage dans les muscles pour prévenir

un excés de glucose dans le sang (hyperglycémie).

L'insuline est également impliquée dans la régulation de la prise alimentaire et une
administration directement en ICV induit chez I'animal une diminution de la prise alimentaire et a une

perte de poids 8889%° De facon opposée, la suppression des récepteurs a 'insuline dans I’hypothalamus

91,92 L'

entraine une hyperphagie insuline induit son action anorexigéne par une activation des neurones
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POMC * et par I'inhibition des neurones NPY/AgRP du NA %% Elle agit via son récepteur, présent dans
I’hypothalamus, pour induire son action *® conduisant a I'activation de différentes voies de signalisation
dont la voie dépendante de IRS1/PI3K dans le NA et le VMH 97% et peut également moduler la voie ERK

dans les neurones du NA.

Facteurs augmentant la prise alimentaire
La ghréline est un peptide orexigene de 28 acides aminés sécrété par |'estomac et le duodénum

qui joue également un rdle dans la régulation de la balance énergétique 8. Cette hormone agit
directement sur les neurones NPY/AgRP du NA °° par association a son récepteur GHS-R (Growth-
hormone-secretagogue receptor) ® favorisant la prise alimentaire et le stockage des graisses. Sa
concentration plasmatique est augmentée dans le cas d’un jeline pour induire une réponse adaptée au
statut énergétique de l'organisme. Chez la souris, une injection de ghréline en ICV entraine une
augmentation de la sensation de faim et conduit a la hausse de la prise alimentaire, de la masse grasse

et a une augmentation du poids %%,

Dans I'hypothalamus, la ghréline a une action antagoniste a celle de la leptine et de I'insuline.
Elle active les neurones orexigénes NPY et AgRP, et inhibe les neurones anorexigénes POMC/CART,
conduisant a une augmentation de la prise alimentaire et s'opposant ainsi aux effets de la leptine dans

le NA 39102

La leptine, I'insuline et la ghréline sont les hormones de régulations principales de la balance
énergétique. Elles agissent sur les mémes cibles, les neurones orexigenes NPY/AgRP et anorexigénes

POMC du NA, pour induire leurs effets.

I11.2. LES NUTRIMENTS

Le glucose
Le glucose représente la source majeure d’énergie dans le SNC et l'initiation de la prise

alimentaire dépend de sa concentration plasmatique. Les variations de glucose induisent des
modifications de I'activité des neurones présents dans I’hypothalamus (VMH et ALH) 1%, En effet, une
hypoglycémie va entrainer une prise alimentaire alors qu’a l'inverse, une hyperglycémie va la réduire.
Deux populations neuronales glucosensibles présentent dans I’hypothalamus semblent étre impliquées
dans cette régulation, les neurones excités ou sensibles (glucose-responsive) et ceux inhibés par une

augmentation de glucose (glucose-insensitive) %°. On retrouve des neurones sensibles dans le NA dans
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lequel, les neurones a POMC sont excités par le glucose alors que les neurones exprimant le NPY/AgRP
sont a la fois activés et inhibés par une augmentation de glucose dans le sang 1. Dans I'hypothalamus,

les neurones sensibles au glucose sont également retrouvés dans le VMH et le PVH 1%,

Acides gras
Les acides gras circulants sont également informatifs du statut métabolique de I'organisme. Les

noyaux hypothalamiques répondent aux acides gras libres qui vont moduler leur activité via leur
récepteurs % Les neurones sensibles aux acides gras libres sont présents dans le NA, le VMH, le DMH
et également le PVH. En effet, une injection d’acide oléique par ICV induit une réduction de I'expression
des peptides NPY et AgRP dans le NA et inhibe la prise alimentaire et la production de glucose °%. De
plus, I'inhibition du transport des acides gras libres vers les mitochondries, induit leur accumulation
dans le cytosol et a une réduction de la prise alimentaire. L’'ensemble suggére que la concentration

d’acides gras libres pourrait jouer un réle de signal de satiété.

Les acides aminés
Contrairement au glucose et aux acides gras, la majorité des acides aminés ne sont pas

synthétisés dans notre organisme mais proviennent directement de la nourriture ingérée et jouent un

réle essentiel dans la synthese protéique.

Une injection par ICV de L-leucine, un acide aminé présentant une chaine ramifiée, directement
dans le 3% ventricule, induit une suppression de la prise alimentaire par action sur la voie de signalisation
de la rapamycine (mTOR) 7. Elle aurait un role de facteur satiétogéne. En effet, un régime spécifique,
sans acides aminés conduit a une prise de poids . De plus, il a été montré qu’une forte concentration
de L-leucine dans le sang est associée a une obésité et a une résistance a I'insuline 1%, faisant des acides

aminés ramifiés, un marqueur de prédiction fort des risques associés a I'obésité, comme le diabete de

type 2 110,111.

Un grand nombre d’acteurs sont impliqués dans la régulation de la balance et vont accéder a
I"hypothalamus afin de I'informer du statut énergétique de I'organisme. C'est aprés intégration des
différents signaux, que I"hypothalamus va induire sa réponse par la sécrétion de signaux hormonaux

(complexe hypothalamo-hypophysaire) ou nerveux (systéme nerveux autonome) vers la périphérie.



La balance énergétique

La balance énergétique est définie par I'équilibre entre la prise

alimentaire et les dépenses énergétiques (métabolisme basal et activité

physique).

Sa régulation implique un grand nombre de facteurs, nerveux et

hormonaux qui agissent respectivement a court terme et a long terme.

Les hormones métaboliques telles que la leptine et I'insuline ont un effet

anorexigéne alors que la ghréline a un effet orexigeéne.

Les nutriments participent également a la régulation de la prise
alimentaire, et le principal acteur est le glucose. La glycémie régule

lactivité neuronale du NA.
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Figure 7: Circuit de régulation de la balance énergétique. Schéma de
représentation des principaux acteurs de la régulation de la balance énergétique. Les
facteurs de régulations a court terme tels que la distension de I'estomac et I'activité du

tractus intestinal sont acheminés par le nerf vague au N'T'S qui communique étroitement
avec le NA. Les signaux d’adiposité périphériques telles que la leptine et I'insuline

participent a la régulation a long terme de la prise alimentaire et vont agir directement au
niveau du NA. NTS: noyau du tractus solitaire ; ARC : noyau arqué ; PVN : noyau
paraventriculaire ; LHA : aire latérale hypothalamique.



CHAPITRE 2

LA LEPTINE, HORMONE DE LA SATIETE
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l. HISTORIQUE

La leptine est une hormone peptidique sécrétée principalement par le tissu adipeux. Elle est
connue sous le nom d’hormone de la satiété et agit sur ses cibles en activant son récepteur (Ob-R) afin
de réguler I'appétit et le métabolisme énergétique. Elle circule de maniére proportionnelle a la quantité

de masse grasse corporelle, ce qui en fait un indicateur clé de I'état d’adiposité du corps.

Historiqguement, c’est au début des années 1940 que les premiéres expériences ont permis de
mettre en lumiére le réle de I'hypothalamus dans le contrdle de la prise alimentaire 2. Ces travaux
montrant qu’une lésion de I’hypothalamus chez le rat induit un déséquilibre de la balance énergétique
constituent le point de départ de la recherche sur le systeme impliqué dans ce processus de régulation.
C'est a la suite de ces expériences, qu’en 1953, Kennedy va émettre I’hypothése de I'existence d’un
facteur circulant capable de réguler la masse adipeuse et qui ferait le lien avec le controle central de la
prise alimentaire. Il développe alors une théorie selon laquelle le poids de I'individu ne varie pas au
cours de la vie, et que ceci est d(i a une régulation de la masse adipeuse en lien avec la prise alimentaire
4 Un facteur circulant informerait I'hypothalamus de la quantité de masse adipeuse de I'organisme
conduisant en retour a une réponse adéquate de régulation de la prise alimentaire et la dépense

énergétique 2.

C'est Hervey qui réalise en 1959 les fameuses expériences de parabiose pour I'étude de la prise
alimentaire. Ce processus chirurgical consiste a mettre en contact deux rats vivants en suturant
ensemble leur péritoine et leurs muscles. La circulation sanguine et les facteurs circulants associés
passent alors d’'un rat a I'autre. Lors de ces travauy, il réunit la circulation sanguine d’un rat rendu obése
par lésion de I'hypothalamus ventromédian et d’un rat contrdle 3. Dans ces conditions, le rat controle
développe une anorexie et une perte de poids importante, alors que le comportement du rat obese
n’est pas modifié. Hervey suggere alors |'existence d’un facteur de satiété circulant chez le rat obése
généré par 'exces de masse grasse, et que I'absence d’effet observée chez le rat est due a la Iésion
hypothalamique qui rend I’'animal insensible au signal. Cette simple expérience a permis de mettre en
place les préceptes de la leptine, dont I'étude, quarante-cing ans plus tard, est toujours d’actualité. Ces
observations sont soutenues notamment par la découverte en parallele de souris génétiguement
obéses développées par Jackson Laboratory. La souris « obese » (ob/ob) et |a souris « diabetes » (db/db)
développent une obésité morbide, une hyperphagie, associée a une hyperglycémie et une insulino-

résistance 4.
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Plus tard, Coleman réalise de nouvelles expériences de parabiose en utilisant ces deux modeles
de souris. La parabiose entre souris contrdle et ob/ob n’induit pas d’effet sur le comportement des
souris controle, alors que la prise alimentaire et le poids des souris ob/ob sont réduits. La parabiose
entre souris contrble et db/db n’a pas d’effet sur la souris db/db, mais induit cependant un arrét de la
prise alimentaire chez la souris controle qui développe une hypophagie conduisant a sa mort. La
parabiose entre les souris ob/ob et db/db n’induit aucun changement chez la souris db/db ; néanmoins
la souris ob/ob devient hypophagique et meurt. Les résultats obtenus 'aménent alors a conclure que :
les souris db/db produisent un facteur de satiété, mais sont insensibles a son action, alors que les souris

ob/ob n’en produisent pas °.

Il faudra attendre le début des années 1990 pour identifier ce facteur de satiété. C'est alors
Friedman qui clone le gene obése chez la souris et chez I'Homme, et qui un an plus tard purifie
I'hormone, qu’il appellera leptine (Ob) 11628117118 pyjis ’est le géne diabetes qui sera isolé donnant lieu

a la découverte du récepteur a la leptine (Ob-R) 1%°.

Il MODE D’ACTION DE LA LEPTINE

La leptine est une hormone circulante qui est majoritairement sécrétée par le tissu adipeux
(blanc et brun). Cependant, méme si les adipocytes représentent la principale source de leptine, elle
peut également étre exprimée par d’autres organes tels que les muscles, le foie et le cerveau. La leptine
circule dans le sang de facon proportionnelle a la quantité de masse grasse faisant d’elle un facteur clé

d’adiposité.

Au niveau central, la leptine a pour action d’inhiber |a prise alimentaire et de favoriser la dépense
énergétique par l'interaction avec son récepteur Ob-R présent dans les noyaux de I’hypothalamus. En
effet, elle active les neurones anorexigenes (POMC/CART) et inhibe les neurones orexigénes

(NPY/AGRP).
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II.1. LE RECEPTEUR A LA LEPTINE OB-R

[I.1. A— Les isoformes du récepteur Ob-R

Le récepteur a la leptine appartient a la famille des cytokines de classe |, qui comprend d’autre
récepteur tels que le récepteur a I'hormone de croissance GH ou a la prolactine PRL entre autres
(Tartaglia et al., 1995). Le gene diabéte qui code pour Ob-R possede dix-sept exons communs a toutes
les isoformes et plusieurs exons alternatifs. Il donne par épissage alternatif, 6 isoformes du récepteur a
la leptine allant de Ob-Ra a Ob-Rf. L'ensemble des isoformes partage un domaine de liaison
extracellulaire commun mais possede une partie intracellulaire différente permettant de les classer en
3 groupes. Les isoformes courtes, Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd et Ob-Rf (possédant un domaine cytoplasmique
court (entre 30 et 40 acides aminés) ; I'isoforme longue (302 Aa) Ob-Rb qui est la seule possédant un
long domaine intracellulaire capable d’induire des voies de signalisation (115) et I'isoforme soluble Ob-

Re qui ne posséde ni le domaine transmembranaire, ni le domaine intracellulaire®.

Le domaine extracellulaire de toutes les isoformes est identique et se compose de 6 domaines
distincts (figure 8) : un domaine N-terminal (NTD), deux domaines aux cytokines CRH (CRH1 et CRH2),
un domaine immunoglobulin-like domain (lg) et deux domaines fibronectin Il (FNIII) proches du
domaine transmembranaire 12! 122, Le domaine CRH2 est le site de liaison de la leptine et les domaines

FNIIl et Ig participent a I'activation du récepteur 23,

Concernant I'expression des isoformes, les formes courtes d’Ob-R (a, ¢, d, f) sont ubiquitaires.
Il est notamment intéressant de noter que Ob-Ra est exprimé dans le plexus choroide et jouerait un
role dans le transport de la leptine a travers les barriéres biologiques **. La forme soluble Ob-Re est
circulante et est impliquée dans le transport d’une partie de la leptine. Ob-Re permet notamment de
réguler la proportion de leptine libre dans le sang et contrélerait donc son action biologique '°. Ob-Rb
est retrouvé principalement dans les noyaux de I’hypothalamus tel que le NA, le VMN, le DMN et le ALH
responsables de la régulation de la balance énergétique 3*?°. Cependant, il est également exprimé dans

différents organes comme le poumon, le foie, le rein, et le muscle “°.
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Figure 8 : Représentation des différents isoformes du récepteur a la leptine
Ob-R. Toutes les isoformes présentent une partie extracellulaire identique, avec 1
domaine N-terminal, 2 domaines aux cytokines (CRH]1 et CRH2), 1 site immunoglobuline
(Ig), 2 domaines Fibronectine III (Fn3), et 1 domaine transmembranaire (sauf pour Ob-
Re). On connait 4 isoformes courtes (Ob-Ra, ¢, d), 1 isoforme soluble Ob-Re et 1 isoforme
longue Ob-Rb. L’isoforme Ob-Rb posséde une partie intracellulaire active, avec 3
tyrosines phosphorylables (Y985, Y1077, Y1138) pour le recrutement des protéines
impliquées dans la transduction du signal de la leptine. Adapté de Alti et al., 2018

[11.1. B - Expression du récepteur a la leptine

L'identification des souris obéses ob/ob et db/db dans les années 1950 constitue la premiére

étape vers la découverte du systéme leptine/Ob-R.

Lexpression des récepteurs a la leptine est variable en fonction des régions cérébrales et la
fixation de la leptine a son récepteur contrdle divers processus physiologiques comme la prise
alimentaire, les systémes neuroendocrines, les fonctions autonomes, et la balance du glucose et de
I'insuline 1221271286 | ’état énergétique de I'organisme peut étre un facteur de régulation et faire varier
I'expression du récepteur a la leptine. En effet, un jelin ou une restriction alimentaire va entrainer une

augmentation des niveaux d’ARNm d’Ob-R dans I’hypothalamus 12913°,
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Le noyau arqué est une région clé pour 'action de la leptine et la régulation de I'homéostasie
énergétique. Cette région est d’ailleurs riche en récepteurs a la leptine chez la souris et le rat *** et une
injection de leptine directement dans le 3¢ ventricule suffit a induire une diminution de la prise
alimentaire 2. Une restauration des récepteurs chez les souris db/db conduit & une réduction a long

| 133 et pour les rats Koletsky fak/fak, déficients en

terme de la prise alimentaire et du poids corpore
récepteurs a la leptine une thérapie génique directement dans le noyau arqué, permet d’atténuer le

phénotype obése des animaux

I1.2. LA SIGNALISATION OB-RB

La forme longue du récepteur a la leptine (Ob-Rb) est importante pour la signalisation de la
leptine puisqu’elle contribue a I'activation des voies de transduction associées. Ob-Rb est tres exprimé
dans les neurones du NA qui expriment le NPY!?® et POMC. Dans un modéle de souris déficiente en
récepteurs Ob-Rb, sa réexpression spécifiquement dans les neurones a POMC entraine une baisse de
poids et une restauration de la sensibilité a I'insuline. Ceci laisse a penser que la partie intracellulaire
du récepteur Ob-Rb participe a I'action de la leptine notamment dans la régulation du métabolisme

énergétique.

Comme d’autres récepteurs aux cytokines, Ob-R ne possede pas d’activité enzymatique (kinase)
intrinséque et induit son action par 'intermédiaire de protéines a activité tyrosine kinase, les Janus

kinase 2 (JAK2) (Figure 9).

La premiére étape dans l'activation du récepteur est la fixation de la leptine sur la partie
extracellulaire CRH2 d’Ob-Rb qui entraine un changement de conformation et une oligomérisation, tous

les deux nécessaires a son activation et a la transduction du signal.

[1.2. A —La voie JAK/STAT

L'oligomérisation du récepteur Ob-R entraine, par changement de conformation, I'activation
de la protéine JAK2. Elle fait partie de la famille des Janus kinases qui comprend 4 membres (JAK1, JAK2,
JAK3 et TYK2) et qui sont associés aux récepteurs de cytokines. Aprés activation, JAK2 phosphoryle trois
résidus Tyrosine, Y%, Y1077 et Y138 du domaine intracellulaire induisant le recrutement de protéines
spécifiques possédant le domaine SH2, pour Src Homology 2. Le facteur de transcription STAT3, qui est

recruté au motif Y1 fait partie de la famille des protéines STAT qui comptent 7 membres et qui sont
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activés par les cytokines!®*. Une fois activé par phosphorylation, STAT3 sous forme de dimére est
transloqué jusqu’au noyau afin d’initier la transcription et de moduler 'expression des genes cibles
comme SOCS3 (Suppressor of cytokine signaling 3) qui agit comme régulateur négatif de la voie
JAK/STAT en formant une boucle de rétrocontréle négatif 1*. Un autre facteur de la méme famille

STATS est recruté au motif Y197 et activé par JAK2.

La voie STAT3 permet de réguler les genes impliqués dans le contrdle de la prise alimentaire et
d’induire 'effet anorexigéne de la leptine. En effet, STAT3 va inhiber 'expression de NPY/AgRP et va
assurer par |'activation de POMC/CART I'augmentation de la dépense énergétique. Par |'utilisation d’un
modele de souris n’exprimant plus STAT3 spécifiguement dans les neurones, des études ont montré, la
mise en place d’une obésité suggérant ainsi son implication dans I'inhibition de la prise alimentaire

induite par I'action de la leptine 2637,

[I.2. B — La voie MAPK

La voie MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) joue un réle dans I'homéostasie énergétique.
La famille des protéines MAPK se compose de 12 kinases, formant une importante cascade de
signalisation. Comme présenté précédemment, le récepteur Ob-Rb possede 3 motifs tyrosine, et c’est
au niveau du dernier motif Y*® que la protéine SHP2 ou PTPN (protein tyrosine phosphatase non-
receptor type 11) est recrutée puis phosphorylée par JAK2'%8. [’activation de SHP2 est essentielle

)139

puisqu’elle va, a son tour recruter Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2)*>°, qui va activer les

MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) dont MEK1/2 qui va activer ERK1/2 (extracellular signal-

)135,140 (

regulated kinase figure 9) et induire sa translocation dans le noyau pour réguler I'expression des

genes tels que c-fos et rgr-1 impliqués dans la prolifération cellulaire.

La suppression de SHP2 dans les neurones ou encore l'inhibition dans I'hypothalamus de
ERK1/2 empéche 'action de la leptine %1% Ces études ont permis de mettre en évidence I'implication

de la voie MAPK dans le contréle de I'lhoméostasie énergétique.

[1.2. C — La voie PI3K-Akt

La voie PI3K (phosphatidylinositol 3-OH kinase) n’est pas activée directement par 'activation du

récepteur Ob-Rb. En effet, son activation résulte de son association avec d’autres récepteurs,
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notamment le récepteur a l'insuline (IR). La voie PI3K est impliquée dans le controle de la prise

alimentaire!#?,

Les premieres étapes d’activation de la voie PI3K font intervenir les protéines substrats IRS
(insulin receptor substrate). Elles peuvent étre recrutées par la protéine adaptatrice SH2B1, qui régule
I"activité de JAK2. Une fois actives, les protéines IRS1/2 vont interagir avec la sous-unité régulatrice p85
de la PI3K,** provoquant I"'augmentation de I'activité de la sous-unité catalytique p110 de la PI3K. La
PI3K activée phosphoryle les inositol phosphates localisés a la membrane plasmatique pour produire le
PIP3 (Phosphoinositol(3,4,5)Phosphate 3) qui s"accumule (figure 9). Le PIP3 sert de substrat a la PDK1
(Phosphoinositide-Dependent Kinase 1) qui séquentiellement active les PKC (Protein kinase C) et Akt
(Protein Kinase B), et conduit a une inhibition du facteur de transcription Foxol. La voie PI3K participe
a la transduction du signal de la leptine et induit son effet anorexigéne **. Cependant, quand Foxo1 est
activé, il devient antagoniste de STAT3, stimule I'expression de AgRP et NPY et supprime la transcription
de POMC dans les différents neurones **°. De plus, sa suppression spécifiquement dans les neurones
AgRP de souris conduit a une diminution de la prise alimentaire et a une meilleure sensibilité a la leptine

146 montrant son effet orexigéne.

L'ensemble des voies de signalisation induites par la leptine et dépendante de I'activité du
récepteur Ob-Rb sont cruciales dans la régulation de la balance énergétique. Les acteurs de la
signalisation sont nombreux et une altération de leur fonction dans la voie de transduction peut induire

des déreglements dans le contréle du métabolisme énergétique pouvant conduire a I'obésité.

Récepteur Ob-R et signalisation

La leptine induit son action gréce a son récepteur Ob-R. On connait 6
isoformes du récepteurs, dont 4 formes courtes (Ob-R a,c,d,f), 1 forme
longue Ob-Rb et une forme soluble Ob-Re.

Les deux formes Ob-Ra et Ob-Rb sont exprimées dans I’hypothalamus.
La leptine via I'activation de son récepteur Ob-Rb active les voies de

signalisation Jak-STAT ; Pi3K-Akt ; la voie des MAPK (ERK) participant a la
régulation du métabolisme.
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Figure 9 : Voies de signalisation activées par le récepteur Ob-Rb. Apres fixation
de la leptine sur le récepteur Ob-Rb et oligomérisation, la protéine Jak2 est recrutée et
activée. Par phosphorylation des 3 résidus Tyrosine, Y985, Y1077 et Y1138 situés sur la queue
cytoplasmique du récepteur, Jak? va conduire au recrutement et Pactivation d’une
succession de molécules de signalisation impliquées dans différentes voies. STAT3 est
recruté au niveau de la tyrosine Y!138 et activé par phosphorylation, il va ensuite se
dimériser et étre transloqué dans le noyau pour inhiber Pexpression du NPY et favoriser
I'expression de POMC. La voie MAPK est activée par recrutement de la protéine SHP2
sur la tyrosine Y98 qui va recruter a son tour Grb2 et induire la cascade des MAPK jusqu’a
activation de ERK1/2. Jak? va également activer la voie Pi3K-Akt par recrutement de
Grb2, et IRS2 et interaction avec les inositols phosphates localisés a la membrane
plasmatique. Issu de Wauman et al., 2017
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1. LEPTINE ET OBESITE

I1.1. L’OBESITE

L'obésité est une pathologie chronique devenue un fléau mondial qui touche 13% des adultes
dans le monde en 2019. Les origines de cette maladie sont multiples et impliquent un grand nombre
de facteurs pas tous identifiés. Le développement de I'obésité dans notre société moderne est
incontestablement influencé par notre comportement alimentaire et bien souvent causé par une
alimentation trop riche associée a un manque d’activité physique, ce qui conduit a la dérégulation de
la balance énergétique. Selon I'Organisme Mondial de la Santé (OMS), I'obésité se définit par un exces
de masse grasse et un indice de masse corporel (IMC) supérieur ou égal a 30 kg/m?. Elle est souvent
associée a d’autres pathologies métaboliques, tels que le diabete de type 2 ou des maladies cardio-

vasculaires 7.

Une des caractéristique principale observée chez des patients obéeses est le taux élevé de leptine
plasmatique en corrélation avec la quantité de masse adipeuse. Néanmoins, la leptine n’induit plus son
effet anorexigéne au niveau central définissant un état de résistance a la leptine. Il existe beaucoup
d’acteurs et de processus impliqués dans la régulation du métabolisme énergétique et aujourd’hui la

mise en place d’une telle résistance souléve encore de nombreuses questions.

IV.2. MISE EN PLACE DE LA RESISTANCE A LA LEPTINE

Plusieurs mécanismes ont été identifiés comme possibles acteurs de la mise en place de la
résistance centrale a la leptine. Parmi ces acteurs, le récepteur a la leptine Ob-Rb et sa signalisation

intracellulaire ainsi que le transport de la leptine a travers la BHE et la barriére tanycytaire de I'EM %,

[11.2. A — Le défaut de signalisation Ob-Rb

L’observation d’une altération des voies de signalisation associées au récepteur Ob-Rb dans les
différentes populations neuronales de I'hypothalamus a soulevé I'hypothése de I'implication de
I'activité d’Ob-R dans la mise en place de la résistance centrale a la leptine. En effet, son activité module

I'expression de régulateurs négatifs ou positifs de la signalisation Ob-R.
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Les membres de la famille SOCS, sont des régulateurs négatifs de la voie JAK/STAT et sont
stimulés par I'action de la leptine sur son récepteur. Une fois activé, SOCS3 (suppressor of cytokine
signaling-3) va induire un rétrocontréle négatif sur la signalisation induite par Ob-Rb pour empécher
une sur-activation de la voie. SOCS3 interagit avec JAK2 pour inhiber son activité . || a été rapporté
gue chez les souris résistantes a la leptine, SOCS3 est significativement augmenté en comparaison aux
souris contrdles suggérant que son expression contribue a la mise en place de la résistance a la leptine
150 (Miinzberg et al., 2004). Or, chez la souris obése, une délétion spécifique de SOCS3 dans les neurones
améliore la sensibilité a la leptine et conduit a une perte de poids ! confirmant son rdle dans ce

processus.

Le second régulateur négatif de la voie induite par Ob-R est la protéine PTP1B (protein tyrosine
phosphatase 1B) qui est notamment exprimée dans le NA, le VMH ou le DMH. Elle interagit avec JAK2
non phosphorylé et contribue a inhiber la signalisation de la leptine. PTP1B est également surexprimée
chez les souris obéses '*2 et sa suppression dans les neurones améliore la réponse a la leptine et est
associée a une diminution de stockage de la masse grasse. Ces études suggerent I'implication de ces

deux régulateurs négatifs dans la résistance a la leptine.

Récemment, des études ont montré I'implication des métalloprotéases matricielles (MMPs),
une famille d’enzymes qui joue un réle dans la migration et I'adhésion cellulaire, le remodelage
vasculaire mais également dans I'obésité. En effet, I'obésité induit a une augmentation de la sécrétion
de la matrix metalloproteinases-2 (Mmp2) dans I’hypothalamus, responsable du clivage de la partie
extracellulaire d’Ob-R. Ainsi, ces mécanismes conduisent a une inhibition de la signalisation de la leptine

133 contribuant a la mise en place de la résistance a la leptine chez les souris.

[11.2. C — Le défaut de transport de la leptine de la périphérie vers le cerveau

L'acheminement de la leptine jusqu’au cerveau se fait par la circulation sanguine. En effet, la
leptine est transportée dans le sang sous deux formes, la forme libre dite « active », et la forme associée

en complexe avec son récepteur soluble Ob-Re.

Or, dans le cas de I'obésité, le taux de leptine libre circulante est plus important que la
« normale » et ce de maniére chronique **. Cependant, il est important de noter que, méme si la
guantité de leptine dans le LCR est élevé chez les obeses, le ratio de leptine LCR/plasma, indique que la
leptine circulante n’est pas correctement acheminée dans le LCR en comparaison a un sujet sain *°.

Cette observation a soulevé I'hypothése d’un défaut de transport de la leptine entre le sang et le
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cerveau. De plus, chez la souris rendue obése par un régime gras ou DIO (diet-induced obesity) une
injection de leptine par intraveineuse n’entraine pas d’augmentation de quantité de leptine dans le LCR
et aucune action centrale 6>, Le transport de la leptine semble donc jouer un réle central dans la

mise en place de la résistance a la leptine.

Transport a travers la BHE

Au sein de la BHE, la présence de jonctions serrées entre les cellules endothéliales conduit a un
transport des molécules par transporteurs. Ce transport sélectif constitue un systeme saturable et un
taux élevé de leptine pourrait affecter leur activité et leur régulation, altérant ainsi le métabolisme dans
son ensemble. Plusieurs études ont montré que le transport de la leptine a travers la BHE est altéré
dans le cas de I'obésité. Ceci peut s’expliquer notamment par une modification de I'intégrité de la
barriere, pouvant étre associée a une réduction du nombre de transporteurs de la leptine au niveau de
la BHE 7. Cependant, de récents travaux remettent en question I'implication de I'altération du
transport par la BHE dans la mise en place de la résistance a la leptine, et indiguent notamment que la
cinétique de transport de la leptine a travers la BHE n’est pas modifiée chez les DIO *°8. De plus, une
étude réalisée en 2019 montre par reconstruction de cerveau de souris DIO (microscopie a feuilles de
lumiére), que la BHE est intégre et que I'accumulation de leptine dans les différentes zones du cerveau

est la méme qu’avec les souris contrdle °.

Au regard de ces données, les mécanismes par lesquels la résistance a la leptine se mettent en
place restent questionnés et pas encore bien compris. L'implication de différentes étapes dans le
développement de la résistance a la leptine ainsi que les nombreux acteurs associés pourrait expliquer

les divergences de ces études.

Transport a travers les tanycytes de I'EM

La leptine circulante peut atteindre I’hypothalamus par un transport a travers la BHE mais elle
peut également entrer dans cerveau au niveau de I'éminence médiane constituée de vaisseaux fenétrés
4951 A ce niveau, les cellules endothéliales ne présentent pas de jonctions serrées, et sont donc
hautement perméables aux molécules **°. La barriére étanche protectrice est formée par les tanycytes
présents dans I'EM qui régule le transport sélectif d’hormone telle que la leptine ou la ghréline vers le
LCR 73, 72, En effet, les tanycytes vont capter la leptine au niveau de leur prolongement et I’lacheminer
par transcytose jusqu’au corps cellulaire ou elle est ensuite libérée pour atteindre le NA. Or, chez la

souris DIO, ce transport est perturbé ’> %2, Le transport de la leptine par les tanycytes est dépendant de
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la voie de signalisation ERK, et un traitement des souris avec un facteur de croissance, I'EGF (Epidermal
growth factor) a permis de restaurer ce transport et d’induire chez les souris une perte de poids. Ces
résultats suggerent un réle du transport de la leptine par les tanycytes dans le contréle du métabolisme
énergétique "% bien gu'’il soit discuté actuellement. En effet, une étude récente a montré que I'action
de la leptine sur le NA ne serait pas régulée par son transport dans les tanycytes de I'EM 1, Ces travaux

seront discutés plus tard dans ce manuscrit.

L'altération du transport de la leptine au travers des tanycytes pourrait constituer un des
mécanismes sous-jacents au développement de la résistance a la leptine *”®2. Mieux le comprendre et
en découvrir les acteurs semble donc essentiel pour ouvrir la recherche éventuelle de nouvelles cibles

thérapeutiques.

Obésité et résistance a la leptine

L’obésité est une maladie chronique, elle se définit par une accumulation en
exces de masse grasse et conduit au développement d’autres maladies

métaboliques dont le diabéte de type 2.

L’état de résistance a la leptine se traduit par un exceés de leptine circulante,

qui n’induit plus ses effets physiologiques.

Plusieurs hypothéses ont été émises pour I'expliquer :

Un défaut de signalisation du récepteur Ob-Rb pourrait étre impliqué dans

le développement de I'obésité.

Un défaut de transport de la leptine a travers la BHE et/ou les tanycytes de

I’EM pourrait étre a la base de la mise en place de la résistance a la leptine.
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CHAPITRE 3

LE TRANSPORT INTRACELLULAIRE DU RECEPTEUR
A LA LEPTINE
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l. VOIE D’ENDOCYTOSE DEPENDANTE DE LA CLATHERINE

L’endocytose est un processus par lequel les cellules vont internaliser des molécules et les
transporter vers différentes destinations intracellulaires qui vont permettre le renouvellement des
composants de la membrane plasmique ou leur dégradation. Ces mécanismes d’endocytose ont été
classés en différentes voies selon les acteurs impliqués : la voie dépendante de la clathrine, la voie
indépendante de la clathrine mais dépendante des cavéoles, et des voies indépendantes des deux

premiéres 162, 163, 164

Historiquement, la voie d’endocytose dépendante de la clathrine a été une des premiéres voies

identifiée et caractérisée 1°

°>. Dans cette voie, les molécules de clathrine s’agencent en complexe
multimoléculaire pour former des puits recouverts de clathrine. La formation de ces vésicules requiert
I’action concertée de nombreuses protéines dont les principales sont I'adaptateur AP-2, les triskéles de
clathrine, la dynamine et de nombreuses protéines dites accessoires ayant des fonctions diverses. Des
années d’étude sur ce mécanisme ont permis de dresser un schéma spatial et temporel précis des

acteurs qui interviennent notamment dans I’'endocytose de récepteurs transmembranaires 3.

I.1. COMPOSITION DES VESICULES A CLATHRINE

[.1. A - La clathrine

La clathrine représente le composant majeur de structure des vésicules. Découverte a la fin des
années 1970, c’est Pearse qui la caractérise et lui donne le nom de clathrine 1°°. La clathrine se compose
de 3 chafnes lourdes (~190 kDa) chacune associée a une chaine légére (~25 kDa), formant un « triskele »
(figure 10, A) 7 C’est grace a cette organisation et leur capacité a s’auto-assembler par polymérisation
que les triskéles vont former des cages autour des vésicules (figure 10 A et B), autrement appelés
manteau de clathrine. Comme la clathrine n’a pas la capacité de se lier directement a la membrane

plasmique, ce processsus se fait par recrutement d’autres protéines partenaires.
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Figure 10: Structure de la clathrine et du complexe AP-2. A) Représentation
schématique des 3 chaines lourdes de clathrine associées aux 3 chaines légeres formant un
« triskele ». Le domaine N-terminal de la chaine lourde peut s’associer avec de nombreuses
protéines telles que les 3-adaptine, ’epsine, ou -arrestines et le Hub, représente le second domaine
fonctionnel jouant un role dans la polymérisation du triskeéle qui forme les « cages » de clathrine.
B) Schéma structural du complexe AP-2, possédant 2 oreilles et une téte de « Mickey ». Il se
compose de 4 sous-unités (a et J-adaptines, p2 et 02) capables d’interagir avec diverses protéines
(epsine-15, clathrine, ou (-arrestine). Adaptée de Benmerah and Lamaze, 2002 ; Fotin et al. 2004

[.1. B - Les adaptateurs (AP)

Les complexes AP, pour assembly proteins, sont caractérisés comme des facteurs essentiels
permettant de former les « triskéles » de clathrine. La famille regroupe 4 protéines, allant de AP-1 a AP-
4, distribuées différemment dans la cellule et présentant des sous-unités variables. En effet, la sous-
unité B est associée a une sous-unité y pour AP-1 - a pour AP-2 - 6 pour AP-3 et € pour AP-4 ; on trouve
également une sous-unité intermédiaire p et une petite sous-unité {. Cependant, une structure
ressemblant a une « téte de Mickey », avec deux oreilles et une large téte reste commune a toutes ces

protéines 168169,
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L'adaptateur AP-2 se lie a la membrane plasmique en reconnaissant un phospholipide, le
phosphoinositol-4,5 bisphosphate (PI(4,5)P, ou PIP2), et également a certains récepteurs
transmembranaires, entrainant leur recrutement dans la voie d’endocytose par clathrine.
Structurellement, les complexes AP-2 sont donc constitués de 4 chaines dont deux lourdes, a et B2-
adaptines (100 kDa), et deux plus petites chaines, 12 (50 kDa) et 62 (17 kDa). Chacune des chaines peut
avoir des interactions avec d'autres protéines de la voie d'endocytose tels que la clathrine, 'epsine 15

et/ou des lipides membranaires.

[.1. C— L’Epsine

L'epsine est une famille de protéine adaptatrice, elles sont impliquées dans I'endocytose
dépendante de la clathrine et interagissent avec AP-2 et le « hub » de la clathrine. Elle va notamment
avoir un role de régulateur de I'association de ces protéines entre elles et va donc moduler la formation
des vésicules de clathrine. L’epsine interagit avec trois acteurs principaux, que sont le PIP2, AP-2 et |a
clathrine. En effet, AP-2 est constitutivement associée a I'epsine 15 et I'intersectine (domaine NPF) 170
et I'utilisation d’'un mutant dominant négatif de I'epsine 15, empéche le recrutement de la protéine AP-
2 et donc de la clathrine qui n’est pas recrutée autour de la vésicule. Par conséquent la formation du

manteau de clathrine est abrogée %172,

[.1. D - La dynamine

En 1989, la dynamine, une protéine a activité GTPase a été découverte 1’3, Dans la famille, on
dénombre trois dynamines, allant de 1 a 3 et exprimées différemment dans I'organisme. La dynamine-

175 et la dynamine

1 est retrouvée majoritairement dans les neurones '’%, la dynamine 2 est ubiquitaire
3 est exprimée dans les testicules 1’®. La dynamine intervient dans plusieurs voies d’endocytose dont la
voie dépendante de la clathrine et est impliquée dans les phénomeénes de fission membranaire ’7. C’est
notamment par la capacité de cette protéine a s’assembler en polymeére contractile hélicoidal autour
du « cou » de la vésicule, qu’elle est capable d’'induire la scission de la vésicule conduisant a son

détachement de la membrane plasmique.
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I.2. FORMATION DES VESICULES A CLATHRINE

Lors de la formation des vésicules de clathrine, différentes étapes sont observées faisant
intervenir pléthore de protéines dont notamment celles citées ci-dessus. On peut notamment les
diviser en 5 grandes étapes, soit l'initiation, le recrutement, I'assemblage et le bourgeonnement, la

scission et enfin le détachement de la membrane plasmique (figure 11, A) 2.

Lors de la premiere étape de la formation des puits de clathrine, la protéine AP-2 est recrutée au
niveau de la membrane plasmique. Cela implique la présence de protéines FCHO (FCH domain only) qui
se lient sur les zones de la membrane plasmique riches en lipides Phosphatidylinositol-4,5-biphosphate
(P1(4,5)P,) 178 et recrute I'epsine 15 (EGFR pathway substrate 15) et les intersectines ¥’ qui vont initier
ce processus. Une fois recrutée, AP-2 va interagir avec différentes protéines, tels que les récepteurs
transmembranaires pour lesquels elle reconnait des motifs endocytiques, les sous-unités i et o. Cette
étape permet ensuite le recrutement a la membrane des molécules de clathrine associées a AP-2, et |a
polymérisation des triskéles de clathrine qui conduit a la déformation de la membrane plasmique et
permet son invagination. Le bourgeonnement du puit de clathrine nouvellement formé et recouvert
d’un manteau, appelé CPP (clathrin coat pit), est reconnaissable en microscopie électronique car il est

dense en électrons et mesure 100 & 150 nm 3 (figure 11, B).

Lorsque le CPP est formé, I'endophiline va faciliter le recrutement de la mécano-enzyme
dynamine qui va se fixer a la base du CCP, précisément au niveau du « cou », et par hydrolyse de GTP,
elle va se polymériser, changer de conformation et se transformer en twister. Cette étape importante
va induire scission de la vésicule et donner naissance a une nouvelle vésicule a clathrine 8. Aprés son
détachement de la membrane plasmique la vésicule va rapidement perdre son manteau de clathrine.
Ce processus de désassemblage fait intervenir la protéine auxiline, qui recrute la protéine chaperonne
Hsc70 ¥ par une réaction ATPase dépendante conduisant a la dépolymérisation du manteau de
clathrine (figure 11, A) 8%, La vésicule « nue » continue alors son chemin vers les endosomes précoces,

et les composants de la machinerie de la clathrine sont libérés pour un nouveau cycle.

Il existe également d’autres voies d’endocytose indépendantes des vésicules de clathrine. On
peut notamment citer la voie dépendante des vésicules de cavéolines, formées a partir de micro-
domaines, appelés « radeaux lipidiques », ou s’invagine la membrane. La voie d’endocytose par

cavéoles est également impliquée dans I'internalisation de complexe hormone/récepteur au cours du

182

processus de transcytose dans les vaisseaux sanguins “°°. En effet, elle régule I'endocytose, la

transcytose et la signalisation dans les microdomaines lipidiques de la BHE &,
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Figure 11 : Processus de formation d’une vésicule a clathrine. A) Schéma des

différentes étapes de formation de la vésicule de clathrine. Lors de la nucléation, les
protéines FCHO se lient sur les zones de la membrane plasmique riches en lipides
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PI(4,5)P), recrutent epsine 15 et les intersectines.
L’adaptateur AP-2 est recruté et se lie a la membrane plasmique en reconnaissant le lipide
Pi(4,5)P2 et certains récepteurs transmembranaires. Les triskeles de clathrine (jaune) ne
peuvent pas lier directement la membrane plasmique et sont donc recrutés par
I'intermédiaire d’AP2 ou d’autres adaptateurs. La polymérisation du manteau de clathrine
apres assemblage induit la déformation de la membrane plasmique et la formation d’un
puits recouvert de clathrine. C’est lors de I’étape de scission que la dynamine se polymérise
au cou de la vésicule naissante et, par hydrolyse de GTP, induit le détachement de la
vésicule de la membrane plasmique. Apres libération de la vésicule, le manteau de
clathrine est dépolarisé, par I’action des protéines auxillines ou GAK (Cyclin G-associated
kinase). La vésicule continue alors son chemin en route vers les endosomes précoces, et les
composants de la machinerie de la clathrine sont libérés pour un nouveau cycle. B)
Formation des vésicules a clathrine en microscopie électronique. Adapté de MacMahon and
Boucrot, 2011 ; Perry and Gilbert, 1979.
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Formation des vésicules et voie de la clathrine

Les vésicules de clathrine sont principalement composées de clathrine

organisée en triskéles permettant la déformation de la membrane plasmique.

La formation des CCP nécessite le recrutement des protéines adaptatrices AP-

2, elles-mémes recrutées par 'epsine 15 et les intersectines.

La dynamine, permet la scission membranaire et le détachement de la vésicule

de la membrane plasmique.

D’autres voies d’endocytose indépendante de la clathrine existent et les

cavéoles peuvent étre impliquées dans I’endocytose de récepteurs/ligand.

[.2. B— Les compartiments intracellulaires

Une fois endocytées, les vésicules nouvellement formées vont entrer dans la voie de trafic
endosomal. Cette étape va déterminer le sort des cargos, qui seront dirigés soit vers la voie de
dégradation, soit vers la voie de recyclage. De nombreux compartiments ont été décrits, et je vais

résumer les principales voies en me limitant a 'essentiel.

Les endosomes précoces

Les endosomes précoces sont les points de distribution communs aprés le processus
d’endocytose 7. En effet, les vésicules issues de la voie d’endocytose dépendante de la clathrine et de
la voie d’endocytose dépendante des cavéoles convergent vers I'endosomes précoces pour délivrer
leur contenu ¥ Les endosomes précoces sont trés hétérogénes en termes de morphologie et
possedent une forte capacité de fusion, qui conduit a I'augmentation de leur taille. Décris pour la
premiere fois en 1980, les endosomes précoces présentent une forme tubulaire, tubulo-vésiculaire ou

encore en citerne ¥,
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Les endosomes précoces, constituent le compartiment dans lequel s’effectuera un tri des
protéines vers la voie de la dégradation ou celle du recyclage (figure 12). Les protéines et ligands
destinés a étre recyclés, dont I'exemple principal est la transferrine, se concentrent dans la partie
tubulaire de 'endosome précoce qui se détache pour donner les endosomes de recyclage 8% En
revanche, les protéines qui portent un signal positif de dégradation, tel que le récepteur a I'EGF (EGFR),
vont au contraire s"accumuler dans la partie de 'endosome précoce qui, aprés maturation donne un
endosome tardif 188,189 Cet endosome a son tour va devenir mature, et former le lysosome ou fusionner

avec un lysosome préexistant pour réaliser la dégradation du cargo.

Les principaux acteurs de cette maturation sont les protéines Rab, des protéines de la famille
des GTPase Ras-like qui s’insérent dans les membranes des endosomes et qui participent au processus
de transport entre les organites °°. Au niveau des endosomes précoces, la protéine Rab5 régule la
fusion des vésicules d’endocytose avec la membrane endosomale, la motilité de I'endosome et
I'activation de voie de signalisation %192, Rab5 recrute différents effecteurs de la voie et interagit
notamment avec un phosphoinositide (Ptdins-3-P) qui va agir comme signal pour le recrutement
d’autres protéines telle que /‘early endosome antigen-1 (EEA1), essentielle pour la fusion des

endosomes précoces et qui constitue avec Rab5, les principaux marqueurs de 'endosome précoce 3.

La présence des différentes protéines Rab sur les endosomes permet de les identifier. En effet,
la protéine Rab5 va disparaitre des endosomes précoces au cours de leur maturation pour former des
endosomes tardifs et laisser place a la protéine Rab7 1°* 1°°. Au cours de la maturation des endosomes,

les vésicules s’acidifient et ce changement de pH permet au complexe ligand/récepteur de se dissocier.

Les endosomes de recyclage

A partir des endosomes précoces, le sort des récepteurs peut dépendre de deux voies: un
recyclage rapide vers la membrane plasmique qui se fait directement des endosomes précoces et qui
concerne par exemple 65% des récepteurs a la Transferrine (TfnR) recyclés ; et la voie qui emprunte les
endosomes de recyclage, qui concerne 35% des récepteurs TfnR recyclés %%’ Peu de marqueurs ont
été identifié dans les endosomes de recyclage, cependant, on peut citer la protéine Rab11 % (figure

12).

Endosomes multivésiculaires et endosomes tardifs
Entre le compartiment des endosomes précoces et les compartiments plus tardifs tels que les
lysosomes, il existe des intermédiaires multivésiculaires (MVB)'°. Ces compartiments de transport vont

fusionner avec les compartiments tardifs de maniére dépendante des microtubules. La formation des
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MVB (multivesicular bodies) se passe dans des zones de bourgeonnent des vésicules qui se détachent
dans le lumen de I'endosome. Cette étape donne naissance aux MVB, compartiments intermédiaires

de transport entre les endosomes de tri (précoce) et les compartiments de dégradation.

La voie des lysosomes

En absence de recyclage, les récepteurs sont dirigés vers les endosomes tardifs avant de
rejoindre la voie lysosomale. Principalement connus comme les représentants de la voie de dégradation
des molécules, les lysosomes tres acides (pH 4,5 ou 5), se composent de nombreuses hydrolases et sont
donc considérés comme le principal centre catabolique de la cellule 2°. Les molécules peuvent étre
dégradées par les lysosomes, cependant, une partie peut également étre sécrétée et échapper a la
dégradation®®?. C’est notamment grace a la présence de pompes a protons V-ATPases que les
endosomes vont maintenir ce pH acide indispensable a l'activation des enzymes lysosomales de
dégradation et les étapes de fusions autophagosomes-lysosomes. Il a été montré qu’un blocage de
I'acidification des lysosomes par inhibition de I'activité de ces pompes par la Bafilomycine-Al bloque le
transport intracellulaire. Les protéines LAMP1 et LAMP2 (lysosomal associated membrane protein 1 et

2) s’associe aux lysosomes et constituent des marqueurs pour les identifier.
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Figure 12: Les différents compartiments intracellulaires. La vésicule de
clathrine nouvellement formée va fusionner avec I’endosomes précoce, premier
endosomes rejoint et marqué par les protéines EEAL, et Rab5-GTP. Le recyclage du cargo
peut se faire directement a la membrane plasmique par EEAL, correspondant a la voie de
recyclage rapide, ou via I'endosome de recyclage, constituant la voie de recyclage lent. Les
endosomes précoces peuvent également interagir avec le réseau Trans-golgien et vont
apres plusieurs fusions devenir matures. Le marqueur Rab5 sera perdu des membranes et
les endosomes tardifs vont présenter le marqueurs Rab7. Enfin, les endosomes tardifs vont
fusionner avec les lysosomes, marqués par LAMP1/2 constituants principaux de la voie
de dégradation. Adapté de Cullen and Steinberg 2018.
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. ENDOCYTOSE ET TRAFIC INTRACELLULAIRE DU RECEPTEUR A LA LEPTINE OB-R

Le récepteur Ob-R fait partie d'une vaste famille, les récepteurs aux cytokines de type |, impliqués
dans diverses fonctions telles que la réponse immunitaire, la prolifération cellulaire, la différenciation
et 'apoptose. Outre le récepteur a la leptine, ce groupe contient des récepteurs aux interleukines IL, a
I'hnormone de croissance GH, et a la prolactine PRL qui empruntent des voies d’endocytose bien
différentes. A titre d’exemples, le récepteur a GH est internalisé par la voie dépendante de la clathrine

202 3lors que le récepteur aux cytokines yc emprunte une voie indépendante de la clathrine 2%2.

De fagon surprenante, bien que le défaut de transport de la leptine jusqu’au cerveau soit identifié
comme une des causes pouvant induire la résistance a la leptine et conduire a I'obésité, la voie
d’endocytose empruntée par la leptine et son récepteur est peu documentée. De plus, un modele
d’étude hétérologue est bien souvent utilisé et laisse donc ouverte la question du transport endogéne

du récepteur Ob-R.

I1.1. LOCALISATION ET MECANISME D’ENDOCYTOSE DU RECEPTEUR OB-R

Les récepteurs a la leptine sont exprimés de facons différentes au sein de I'organisme. Dans
I"'hypothalamus, ce sont les isoformes Ob-Ra et Ob-Rb qui ont principalement été détectés par

hybridation in situ 3% 33 118,

Avant de rejoindre la membrane plasmique, le récepteur Ob-R est présent au niveau
intracellulaire. En effet, dans différents modeles cellulaires in vitro, les deux isoformes Ob-Ra et Ob-Rb
sont principalement retenus dans 'appareil de Golgi et le réseau trans-golgien (TGN) 2°42% et | est
important de noter que seulement 5 a 20% de ces récepteurs Ob-R néosynthétisés sont adressés a la
membrane plasmique °®. Or, sa présence a la membrane plasmique en quantité suffisante est cruciale

pour déclencher la réponse de la leptine.

Une fois exprimés a la membrane plasmique, les récepteurs Ob-R vont étre internalisés par les
cellules. C'est en 2004, gu’il est montré pour la premiéere fois, dans un modele de cellules Hela
transfectées, que linternalisation d’Ob-Ra et Ob-Rb est constitutive. En effet, ces deux isoformes

peuvent étre internalisées indépendamment de leur ligand et la vitesse d’internalisation ne varie pas
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en absence ou en présence de leptine 2%, contribuant a I'élimination permanente des récepteurs a la
surface cellulaire. Plus tard, Belouzard et collaborateurs montrent que I'internalisation d’Ob-R implique
des signaux localisés dans sa queue cytoplasmique, en particulier deux résidus lysine, qui vont subir une
ubiquitination. Ce mécanisme serait nécessaire pour |'endocytose dépendante des vésicules de
clathrine de I'isoforme courte Ob-Ra mais pas de la forme longue Ob-Rb 2%. ’existence de signaux
d’internalisation dans la partie cytoplasmique du récepteur Ob-Rb reste une question posée, et

I'ubiquitination d’Ob-Ra pourrait étre considérée comme un motif d’internalisation a part entiére 2%/

Dans un autre modele cellulaire (HEK293), il a été montré que l'internalisation d’Ob-Ra est
dépendante de la clathrine mais pas de la voie des cavéoles. De plus, I'utilisation du dynasore, un
inhibiteur de la dynamine, conduit a une inhibition de linternalisation de la leptine et a une
accumulation membranaire du récepteur, montrant que I’endocytose serait également dépendante de

la dynamine 2%,

La forme longue Ob-Rb est également internalisée par la voie clathrine dépendante dans les
cellules polarisées de la barriere intestinale, Caco-2/15, et est nécessaire pour la transcytose de la
leptine 2%°. De la méme facon, on peut noter que cette voie d’endocytose dépendante de la clathrine a
été décrite au niveau de la BHE comme étant impliquée dans le processus de transcytose dépendant

des récepteurs 2%,

I1.2. RECYCLAGE ET DEGRADATION DU RECEPTEUR OB-R

Des études sur des systemes hétérologues ont montré que les récepteurs Ob-Ra et Ob-Rb
suivent la méme route intracellulaire apres I'endocytose via les vésicules de clathrine. Apres
internalisation, le récepteur Ob-R transite par différents compartiments intracellulaires ; les endosomes
précoces positifs pour les marqueurs EEA1 (early endosome antigen 1) et Rab5 puis rejoignent les
lysosomes suggérant qu’il emprunte la voie de dégradation 2°>!1, Ces données suggérent des pistes
d’investigation pour I'étude du transport du récepteur Ob-R endogéne, et éclairent les compartiments

qui pourraient étre rejoins lors de sa transcytose dans les tancycytes, dont rien n’est connu.

Les interactions de Ob-R avec les protéines de trafic intracellulaires vont réguler son devenir
dans la cellule. En effet, une étude a montré que 'ubiquitine ligase RNF41 en interagissant avec Ob-R
et une dé-ubiquitinase USP8, contrdle le trafic de récepteurs aux cytokines dont le récepteur a la
leptine. Ce régulateur positif favorise le recyclage de Ob-R a la membrane plasmique et limite sa

dégradation par la voie des lysosomes 212, Inversement, dans les neurones in vitro, la clusterine, et LRP2
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favorisent I'endocytose d’Ob-R et de la leptine, et participent a I'activation de la voie de signalisation

STAT3 qui est impliquée dans I'effet anorexigéne de la leptine 3.

S’il existe des régulateurs positifs de I'expression de Ob-R a la surface cellulaire, I'endospanine
1, une protéine codée par le méme gene que le récepteur Ob-R (diabetes) par épissage alternatif a été
identifié comme étant un régulateur négatif. L'endospanine 1 va séquestrer une quantité d’Ob-R dans
les compartiments intracellulaires et favoriser sa dégradation par les lysosomes 2. De plus, il a été
montré que son inhibition double I'expression d’Ob-R a la surface et conduit a I'activation de la voie
STAT3 a la fois in vitro et in vivo, dans le NA, permettant de contrer le développement de |'obésité chez
la souris DIO 214,215 || est également rapporté de maniére surprenante que, contrairement a la voie
STAT3, la voie de signalisation PI3K/Akt est fortement diminuée suggérant qu’en plus d’étre une
protéine de trafic, I'endospanine 1 participe directement a la régulation de la signalisation d’Ob-R et
active la voie PI3K par interaction avec sa sous-unité régulatrice (p85). Présente principalement dans
les endosomes, I'endospanine 1 représenterait un exemple du lien qui existe entre signalisation des

récepteurs et compartiments intracellulaires.

L'isoforme Ob-Rb peut interagir avec une famille de protéines de tri, les nexines dont

notamment la nexine 1, la nexine 4 et la nexine 6 21®%Y7

, impliquées dans le trafic intracellulaire de
récepteurs cytoplasmiques. Cependant, I'importance de cette interaction n'a pas encore été

démontrée.

L'ensemble des protéines impliquées permettent de moduler I'expression d’Ob-R a la
membrane et modulent la sensibilité des neurones a la leptine. Elles jouent également un réle
important dans le trafic intracellulaire et le devenir du récepteur et de son ligand la leptine dans la

cellule.
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Internalisation et transport du récepteur Ob-R

Le récepteur Ob-R est internalisé de facon constitutive et I'endocytose est

dépendante des vésicules de clathrine.

Ob-R est synthétisé dans le golgi/TGN puis une faible proportion est

acheminée a la membrane plasmique (5 a 20%).

Le récepteur Ob-Ra est ubiquitiné sur sa queue cytoplasmique et ce processus

est nécessaire pour son endocytose.

Dans les systéemes hétérologues, le récepteur Ob-R rejoint les endosomes

précoces et les lysosomes pour y étre dégradés apres son internalisation.

Des protéines de trafic intracellulaire telle que I’endospanine ou les

ubiquitines régulent la présence d’Ob-R a la surface cellulaire.
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1. LA TRANSCYTOSE : VOIE DE TRANSPORT DANS LES CELLULES POLARISEES

Les tanycytes sont des cellules polarisées dont les corps cellulaires contactent le LCR et les
prolongements se projettent dans la zone péricapillaire des vaisseaux fenétrés de I'EM formant la
barriére tanycytaire. De ce fait, in vivo, le transport des molécules circulantes telle que la leptine 72 ou
la ghréline 7 jusqu’au LCR se fait par les tanycytes, qui doivent internaliser les molécules au niveau des
prolongements ou pieds tanycytaires (p6le basal), les transporter jusqu’aux corps cellulaires pour

ensuite les sécréter dans le 3¢ ventricule.

La transcytose est un processus de transport vésiculaire de molécules qui suppose un transport
polarisé. Il permet notamment de transporter des macromolécules, tels que des peptides et des
protéines, d'un pdle a un autre de la cellule pour les sécréter. Pour cela, 3 étapes importantes peuvent

étre distinguées : I’'endocytose, le trafic intracellulaire et enfin I'exocytose.

Il n"existe que tres peu de données sur le transport polarisé de la leptine, et rien n’est connu sur
sa transcytose dans les tanycytes. J'ai donc décider d’exposer quelques études utilisant un modeéle de

cellules polarisées de la périphérie (intestin, rein) et les cellules du cerveau (BHE).

Dans le cerveau, le modeéle le mieux caractérisé pour |'étude de ce transport est celui de la BHE.
En effet, une grande majorité des molécules circulantes ne peuvent pas franchir la BHE et nécessitent
un transport spécifique pour atteindre leurs cibles neuronales. La transcytose peut étre de deux types,
par absorption ou dépendante du récepteur. La seconde, implique que la macromolécule telle que
I'insuline ou la transferrine par exemple, se lie spécifiguement a son récepteur au niveau de la
membrane plasmique pour déclencher la premiere étape de la transcytose, la formation des vésicules
d’endocytose par invagination de la membrane plasmique. Or, deux types de vésicules ont été
identifiées et peuvent participer a cette étape de la transcytose, les vésicules de clathrine, et les

vésicules de cavéoline.

Dans la BHE, ainsi que dans le modele de cellules Caco-2/15, il a été montré que la leptine est
internalisée par la voie dépendante de la clathrine 3% Cependant, pour la transcytose, Iisoforme
courte du récepteur Ob-Ra permet le transport de la leptine a travers des cellules, du pdle apical vers

4

le pole basal dans les cellules polarisées MDCK in vitro ***, alors que dans les cellules intestinales

humaines Caco-2/15, |a transcytose de la leptine dépend de la forme longue du récepteur Ob-Rb 2%°.
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Aprés internalisation, les vésicules vont traverser le cytoplasme endothélial par de multiples
fusions endosomales puis une fois le compartiment intracellulaire « final » atteint, la membrane
vésiculaire va fusionner avec la membrane plasmique cellulaire opposée pour entrainer la libération du
ligand dans le milieu extracellulaire. Il est important de noter que dans une cellule polarisée, il existe
une différence dans I'adressage des molécules aux endosomes de recyclage. En effet, contrairement a
une cellule non polarisée, les membranes du pole apical ou du pdle basal ne vont pas exprimer les
mémes domaines d’adressage. Prenons I'exemple du récepteur de la transferrine (TfnR), qui dans les
neurones, est localisé sur la membrane somatodendritique et dans les cellules épithéliales sur la
membrane basolatérale, pour étre dirigé spécifiquement dans les endosomes de recyclage. Au niveau
de ces domaines membranaires, la reconnaissance de séquences spécifiques présentes sur le domaine
intracellulaire du récepteur TfnR est essentiel pour maintenir une localisation du récepteur polarisé au

domaine membranaire approprié ¥’

Pour que la transcytose soit effective, il est nécessaire que la protéine ou le peptide internalisé,
soit libéré et fonctionnel aprés son transport dans la cellule. La vésicule doit contourner la voie
lysosomale pour empécher la dégradation de son contenu et ce mécanisme pourrait constituer une

caractéristique de la BHE %',

Au cours du transport, le pH intra-vésiculaire s’acidifie, et facilite la dissociation du ligand et de
son récepteur au cours de la transcytose. La dissociation va entrainer la présence du récepteur dans
des extensions tubulaires alors que le ligand va rester dans des structures vésiculaires sphériques,

entrainant un recyclage du récepteur et un transport vers la dégradation ou la transcytose.

I1l.1. ROLE DES JONCTIONS SERREES

La polarité cellulaire se définit par la distinction entre deux poéles, basolatéral et apical, dans
lesquels est exprimée de maniere différentielle les molécules a la membrane plasmique et dans les
compartiments intracellulaires organisé de maniére asymétrique. La polarité cellulaire fait intervenir

différents acteurs 2%,

[11.1.A — Fonction des jonction serrées

La polarité cellulaire peut étre définie par la présence de protéines importantes telles que les

protéines des jonctions serrées (JS). En effet, elles ont un role central dans le maintien de I’'homéostasie
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et permettent la formation d’une barriére étanche, empéchant la diffusion des macromolécules dans
le compartiment cellulaire voisin. Les modeles de barriere les plus étudiés sont les barrieres

endothéliales telle que la BHE et les barrieres épithéliales constituant des zones d’échange importantes.

Différentes protéines transmembranaires peuvent former les complexes de jonctions serrées
et interagissent entre elles pour former un réseau protéique complexe. En effet, comme retrouvées
dans la barriére tanycytaire, les protéines occludines, claudines et zonula occludens composent les
jonctions serrées des cellules épithéliales ** 21°. La présence de ces jonctions serrées est essentielle 3 la
formation d’une barriere, et participe a la modulation de I'expression de facteurs impliqués dans le
transport a travers la cellule. Elles régulent les échanges entre deux compartiments et favorisent une
voie de transport paracellulaire des molécules 22%?21. De plus, I'organisation des jonctions serrées
empéche la prolifération cellulaire en agissant sur les voies de signalisation ou I’'expression de certains

facteurs de transcription %22,

[11.1.B — Les protéines impliquées dans la polarité cellulaire

Hormis les protéines formant les jonctions serrées, d’autres protéines associées a la mise en
place d’une polarité cellulaire peuvent intervenir et réguler des processus, tels que le trafic

intracellulaire, ou encore la migration 223,

Dans les cellules endothéliales, 3 complexes protéiques sont rapportés comme guides dans le
processus de polarisation : Crumbs, Par et Scribble qui vont interagir entre eux 22#'**. Ces protéines
vont avoir une localisation qui leur est propre, en effet, Crumbs et Par collaborent pour marquer le

domaine apical, alors de Scribble est un marqueur de la membrane basolatérale 22°.

Cdc42, une petite protéine GTPase controle une partie des transports intracellulaires essentiels
a la polarisation des cellules épithéliales et a I'orientation de la migration cellulaire. Cdc42 controle
aussi la polarité des astrocytes lors de I'induction de leur migration in vitro ??*. Cdc42 peut agir via un
de ses effecteurs, Par6, associé a une protéine kinase C atypique (aPKC), ou PKCT ?*. Le complexe
protéique formé de Cdc42, Par3, Par6 et aPKC se trouve dans les jonctions cellulaires et participe a leur

formation, et joue un réle crucial dans la mise en place de la polarité apico-basale.
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111.2. L’EXOCYTOSE

Une fois transportées a l'intérieur de la cellule, les molécules sont sécrétées dans le milieu
extracellulaire. L’exocytose constitue le processus final du transport et va faire intervenir la fusion

vésiculaire avec la membrane plasmique afin de libérer le contenu vésiculaire a I'extérieur de la cellule.

Le processus d’exocytose fait intervenir une famille de protéines, les solubles N- ethylmaleimide-
sensitive-factor attachment protein receptor (SNAREs)??’. Ce sont des protéines spécifiguement
impliquées dans la fusion des vésicules avec des membranes cibles 222229 23° On distingue deux types
de protéines SNAREs, déterminés selon leur localisation. En effet, ces protéines présentes sur des
vésicules sont appelées v-SNARE et celles sur la membrane cible, les t-SNARE??’. l'interaction de la
protéine v-SNARE avec la t-SNARE va permettre la formation d’'un complexe qui va conduire a la fusion
des vésicules avec la membrane cible?®¥ 232 |’efficacité de fusion est toutefois modeste et le complexe
SNAREs nécessite I'intervention de plusieurs partenaires et régulateurs pour que la fusion soit efficace
233234 n grand nombre de protéines SNAREs peuvent changer de partenaire en fonction du type de
transport observé et du modele cellulaire étudié. La localisation des principales SNAREs intracellulaires
dans les compartiments spécifiques de la voie endo-lysosomale représente la premiére étape de
régulation de la formation de ces complexes et donne des pistes sur les acteurs éventuels de la voie de

transcytose du complexe leptine/Ob-R.

Dans |'étape de recyclage des récepteurs par exemple, la membrane de I'endosome précoce
va fusionner avec la membrane plasmique et va permettre la réexpression des protéines du contenu
vésiculaire a la surface membranaire de la cellule. Il a été montré que cette étape fait intervenir une
protéine v-SNARE, la cellubrévine (ou VAMP3) exprimée dans les endosomes précoces. VAMP3 est
impliquée dans le recyclage du récepteur a la transferrine (TfnR) a la membrane plasmique, et son
inhibition par expression de la chaine légere de la neurotoxine tétanique (TeNT) qui la clive, entraine
un blocage du recyclage de TfnR dans les fibroblastes en culture 2*°. L'inhibition incompléte, laisse

penser a I'implication d’une autre protéine SNAREs insensible a la TeNT.

La protéine VAMP3 peut interagir a ce niveau avec la syntaxine 13 (t-SNARE), qui est également
exprimée dans les endosomes de recyclage. L'utilisation d’anticorps dirigés contre la syntaxine 13
inhibe son action et entraine une réduction du recyclage du TfnR a la membrane plasmique #°. Le
contréle des protéines SNAREs peut se faire par interaction avec les protéines Rabs présentent dans les
endosomes et dans I'endosome de recyclage, elle pourrait se faire par la protéine Rab11 qui intervient

dans la régulation du recyclage d’autres récepteurs La présence du complexe VAMP3/syntaxine 13 est
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également décrite dans les endosomes précoces 2%’ et aurait un réle dans la fusion membranaire dans

ces endosomes 23,

La protéine tetanus neurotoxin-insensitive vesicle-associated membrane protein Ti-VAMP ou
VAMP7 (v-SNARE) est enrichie dans les endosomes tardifs et les lysosomes 238, 239 et serait impliquée
dans leur processus de fusion. Cette SNARE est particuliere puisqu’elle est insensible au clivage des
neurotoxines. Au niveau des endosomes tardifs, la protéine Syntaxine 8 serait présente, et participerait
avec VAMP7 a la fusion avec le lysosome. Une étude montre que son inhibition par I'utilisation

d’anticorps spécifiques inhibe la dégradation lysosomale de I'EGF aprés son endocytose 2%,

La protéine Ti-VAMP, en s’associant avec d’autres partenaires, est présente dans les lysosomes
faisant de la sécrétion lysosomale et va donc participer a la régulation de la fusion des membranes lors
de I'exocytose. Dans les astrocytes, par exemple, Ti-VAMP conduit la fusion du lysosome sécrétoire
avec la membrane plasmique 2*°. De nombreux composants de la machinerie de I'exocytose ont été
identifiés participant au transport des protéines apicales et basolatérales 1. Dans les cellules polarisées
MDCK (Madin—Darby canine kidney), |'exocytose apicale dépend de la Ti-VAMP qui va s’associer avec la
t-SNARE syntaxin-3 et SNAP23 228 Cet assemblage en complexe est notamment régulé par la protéine

Munc18-2 %4,

En revanche, différentes SNAREs vont étre utilisées a la membrane basolatérale. Les vésicules
sortantes du golgi vont s’ancrer a la membrane plasmique association de la tetanus sensitive v-SNARE
(ts-VAMP) avec la syntaxin-4 (v-SNARE) et SNAP23 %2°. Contrairement au pdle apical, la régulation de

I'assemblage du complexe SNARE basolatéral se fait par Munc18c.

’exocytose peut étre de deux types, régulée par le calcium ou constitutive. En effet, lors de
I'exocytose régulée, la derniére étape de fusion des deux membranes va se faire suite a une entrée de
calcium dans les neurones. Les protéines synaptotagmines sont des protéines membranaires situées
sur les lysosomes, la membrane plasmique et les granules de sécrétion. La synaptotagmine présente
un réle de senseur de calcium grace notamment a la présence de deux domaines C2 (C2A et C2B)
pouvant notamment lier le calcium. Une fois fixé a la synaptotagmine, le calcium, va inverser I'action

d’une protéine, la complexine, et déclencher la fusion des vésicules 2*2,

Le complexe SM, composés de Secl/Muncl8-like interagit avec les protéines SNAREs et
intervient également dans la régulation du calcium 2*2%_ In vitro, Iutilisation du BAPTA-AM, conduit a

I'inhibition des processus de fusion dépendants de calcium 244,
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Figure 13 : Distribution des protéines SNAREs sur les différents
compartiments intracellulaires. Les protéines SNAREs sont impliquées dans les
processus de fusion des membranes. Dans les endosomes précoces, on retrouve exprimée, la
protéines SNARE VAMP2/3 pouvait s’associer a la syntaxine 13 et a SNAP25. La fusion des
endosomes tardifs fait intervenir VAMP7 (la SNARE insensible aux toxines) et VAMPS et
d’autres syntaxines comme la Stx 7 et 8. Les protéines SNAREs peuvent former de
nombreuses associations, sur les vésicules de sécrétion on trouve VAMP2, SNAP25 et la
syntaxine 1 (Wang et al., 2017).



Transport du récepteur et transcytose

La formation de jonctions serrées induit une polarisation de la cellule.

Dans une cellule polarisée, il existe des protéines de polarité telles que Crumbs,

Par et Scribble.

Les protéines Rab GTPases sont des marqueurs des compartiments

intracellulaires.

Les protéines SNAREs participent a la fusion des membranes endosomales et

plasmiques appelé exocytose et le calcium module leur activité.

-67 -



- 68 -

RESULTATS

PARTIE 1

MECANISMES DU TRANSPORT DE LA
LEPTINE DANS LES TANYCYTES
HYPOTHALAMIQUES
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Lors d’un déséquilibre énergétique comme I'obésité, la leptine n’est plus capable d’agir sur les
neurones des noyaux hypothalamiques et donc de réguler la prise alimentaire. Bien qu’elle circule en
quantité proportionnelle a la masse grasse corporelle, soit dans ce cas pathologique, en grande quantité
dans le sang, une diminution de son activité centrale est observée, traduisant un état de résistance a la

leptine.

Une des hypothése mise en avant pour expliquer ce déréglement est un transport défectueux
de la leptine de la périphérie vers I’hypothalamus. Il a été montré au niveau de I'éminence médiane
gue les tanycytes qui sont en contact avec les vaisseaux fenétrés agissent comme porte d’entrée et
régulent 'accés des signaux périphériques jusqu’aux neurones 2. En effet, ces cellules sont capables
de capter la leptine grace a leurs prolongements et de la transporter jusqu’a leur pole apical.
Cependant, les mécanismes cellulaires et moléculaires qui contrélent I'internalisation et la transcytose
de la leptine restent inconnus. Or, la découverte de ces mécanismes moléculaires et cellulaires est
cruciale car elle permettrait d’'une part une meilleure compréhension de la communication entre la
périphérie et le cerveau et d’autre part d’ouvrir de nouveaux axes de recherches visant a prévenir la

mise en place de la résistance a la leptine.

Le but de mes travaux de thése a été de déterminer les mécanismes a la base du transport de
la leptine par les tanycytes. Pour cela, j’ai utilisé un modéle expérimental in vitro, la culture primaire de

tanycytes prélevés a partir de I'éminence médiane de rats.

Lors de cette étude, je me suis fixé trois objectifs principaux : i) caractériser le mode
d’internalisation de la leptine, ii) étudier son transit dans les différents compartiments intracellulaires,
et iii) déterminer les acteurs qui controlent ensuite son relargage. Les différentes expériences menées
durant ma these éclairant le mode de transport de la leptine dans les tanycytes sont détaillées dans ce

chapitre.
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l. INTERNALISATION DE LA LEPTINE PAR LES TANYCYTES IN VITRO

I.1. CARACTERISATION ET VALIDATION DES CULTURES PRIMAIRES DE TANYCYTES COMME
MODELE D’ETUDE

Lors de cette étude, nous avons utilisé la culture primaire de tanycytes de rats comme modele
expérimental. J’ai mis en place lors de mon arrivée au sein de I'équipe ce nouveau modele d’étude in
vitro en suivant les étapes détaillées dans Prévot et al., 2003 7®. Pour ce faire, 24 ratons agés de 10 jours
sont utilisés afin d’en extraire les éminences médianes. Aprés dissociation, les cellules sont cultivées
dans deux boites de pétri pendant 8 jours avant d’étre cultivées sur lames de verre pour les expériences

de suivi de la leptine.

Dans un premier temps, je me suis attachée a caractériser cette culture de tanycytes. Les
tanycytes en culture présentent une forme allongée ainsi que des prolongements cellulaires (figure 14,
A). Jai vérifié par immunomarquage l'expression de deux marqueurs de tanycytes, DARPP-32
(dopamine and cyclic AMP-regulated phosphoprotein 32) et la vimentine (filaments intermédiaires du
tissu mesenchymal), et d’'un marqueur de cellules gliales, la GFAP (Glial fibrillary acidic protein, filament
intermédiaire). Dans la culture primaire, environ 95% des cellules sont a la fois positives au marquage
de la vimentine et de DARPP-32 (figure 14, C) tandis qu’environ 5% des cellules expriment a la fois la
vimentine et la GFAP (figure 14, B), indiquant un fort enrichissement de la culture cellulaire en tanycytes
hypothalamiques. Un marquage neuronal (MAP2) a également été testé (résultat non montré) ne

donnant aucune cellule positive, démontrant I'absence de survie neuronale.

Afin de valider fonctionnellement le modele cellulaire des tanycytes, j'ai ensuite effectué les
premiers tests d’internalisation avec une leptine fluorescente biologiquement active, et couplée au
fluorophore D2 qui émet dans le rouge lointain (Cisbio Bioassays). Cet outil me permet en suivant sa
fluorescence de repérer I’'entrée de la leptine dans la cellule et d’observer son transport intracellulaire.
Pour effectuer la cinétique d’endocytose de la leptine, les cellules sont incubées avec la leptine
fluorescente (2 pg/ml) pendant différents temps (2-5-10-15-30 min) a 37°C. Les cellules sont ensuite

observées par microscopie confocale.
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DARPP32

Figure 14 : Caractérisation de la culture primaire de tanycytes de rat. A) Images de
tanycytes apres 72h de culture sur lame de verre. Les images sont prises en contraste interférentiel
différentiel (DIC) avec un microscope confocal. Echelle 10 pm. B-C) Images de microscopie
confocale de tanycytes maintenus dans du milieu de restriction pendant 48 heures puis incubés
avec la leptine fluorescente (Lep, 2 pg/ml, blanc) pendant 15 min a 37°C. Apreés 10 min de fixation
au PFA 4% et 5 min de perméabilisation au triton 0,1%, les cellules sont marquées avec un
anticorps primaire dirigé contre (A) la Vimentine (Vim, rouge), la GFAP (vert) et (B) DARPP-32
(vert). Les cellules sont ensuite révélées avec un anticorps secondaire couplé a I’Alexa 555 et 488
et les noyaux marqués au Hoechst (bleu). Echelle A, 20 pm ; B, 10 pm.
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Notons tout d’abord que la leptine est présente exclusivement dans les cellules doublement
marquées pour DARPP32 et la vimentine, démontrant une internalisation de la leptine
spécifiqguement par les tanycytes (figure 14, A). Néanmoins, j’ai pu observer que seulement 20% des
tanycytes de la culture cellulaire internalisent la leptine fluorescente. De plus, I'analyse de la
fluorescence par cellule indique qu’apres 2 minutes, la leptine est détectée dans les tanycytes et
gu’elle s’y accumule pour atteindre un pic de fluorescence aprés 15 minutes d’internalisation (figure

15, B).

L'utilisation dans un second temps de la technique de microscopie confocale a disque rotatif m’a
permis d’observer sur cellules vivantes l'internalisation de la leptine fluorescente par les tanycytes.
Les cellules sont cultivées sur des lames de verre dans des chambres (ibidis) en milieu de restriction
pendant 48h avant d’effectuer I'expérience. Une fois placées a 37°C dans la chambre thermique du
microscope, la leptine est ajoutée au milieu et I'enregistrement est lancé pendant 3 minutes. En
effet, quelques secondes aprés le lancement de I'enregistrement, je peux observer un signal faible
de la leptine autour des cellules puis une internalisation de la leptine qui progressivement s’accumule

vers le centre de la cellule (figure 15, C).

Au sein de I'éminence médiane, la leptine est transportée par les tanycytes puis relarguée au pdle
opposé. C'est pourquoi je me suis intéressée a la sécrétion de leptine par les tanycytes dans ce
modele in vitro. Pour cela, j’ai mis au point une expérience de « chasse » permettant de suivre une
guantité fixe de leptine et également de quantifier sa sécrétion par les tanycytes. Les tanycytes sont
incubés pendant 15 minutes avec la leptine fluorescente (2 pg/ml), puis aprés un lavage rapide,
incubés dans un milieu de culture frais sans leptine (temps 0) afin de quantifier I'évolution de la
fluorescence de la leptine jusqu’a 60 minutes (5, 15, 30, 60 min). La leptine accumulée dans les
tanycytes pendant les 15 minutes d’incubation (point O min, 100%), baisse progressivement
atteignant 40% aprés 60 minutes (figure 15, D). Cette baisse de fluorescence coincide avec une
augmentation de la quantité de leptine dosée par ELISA dans le milieu extracellulaire, confirmant

bien la sécrétion de la leptine internalisée (figure 15, B).

L'ensemble de ces observations m’a permis de valider la culture primaire des tanycytes de rats
comme modeéle expérimental d’étude des mécanismes moléculaires d’endocytose et de transport de

la leptine.
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Figure 15 : Internalisation et accumulation de la leptine dans les tanycytes in vitro.
A) Images de microscopie confocale de tanycytes maintenus dans du milieu de restriction pendant
48h et incubés avec la leptine fluorescente (Lep, 2 pg/ml, blanc) en continu pendant 2, 5, 10, 15
et 30 min a 37°C. Apres une fixation au PI'A 4% pendant 10 min, les noyaux des tanycytes sont
marqués au Hoechst (bleu). Barre d’échelle 10 pm. B) Cinétique d’endocytose de la leptine
fluorescente par les tanycytes au cours du temps. Le graphique représente 'intensité moyenne de
fluorescence de la leptine par cellule (%) = SEM. G) Images de tanycytes extraites d’un
enregistrement vidéo réalisé au microscope confocal a disques rotatifs. Les cellules vivantes sont
incubées en présence de leptine fluorescente (2 pg/ml, blanc) et enregistrées pendant 180
secondes. Les fleches représentent le sens de transite de la leptine vers le centre de la cellule. Barre
d’échelle 10 pm. D) Cinétique de relargage de la leptine fluorescente par les tanycytes au cours
du temps. Le graphique représente I'intensité moyenne de fluorescence de la leptine par cellule
(%) £ SEM. Les cellules sont incubées avec la leptine (2 pg/ml) pendant 15 min (point 0 min) a
37°C, lavés puis incubés avec du milieu frais pendant différents temps (15, 30 et 45 min). E)
Graphique représentant le pourcentage de leptine sécrétée dans le milieu de culture par les
tanycytes apres un dosage Elisa. Test de Mann-Whitney * : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** p<0,001.
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I.2. LA LEPTINE EST-ELLE INTERNALISEE PAR SON RECEPTEUR OB-R ?

Afin de propager son action, une hormone passe généralement par l'interaction avec son
récepteur. Dans plusieurs types cellulaires, la leptine interagit et active son récepteur Ob-R conduisant
ainsi au déclenchement de multiples voies de signalisation comme la voie Jak2/STAT3, MAPK, ou encore
PI3K. En revanche, « I'endocytose de leptine dans les tanycytes dépend-t-elle de son récepteur ? » reste
une question a résoudre. En effet, I'expression des récepteurs a la leptine dans les tanycytes
hypothalamiques n’a jamais été formellement démontrée. L'une des raisons principales est
certainement "absence d’anticorps fiables. Cependant, grace a notre collaboration avec Julie Dam
(Institut Cochin, Paris), j’ai pu tester un outil intéressant, I’anticorps agoniste XPA 80.037 développé par
XOMA > XPA se fixe sur la partie CRH1 (Cter) du récepteur et active les voies de signalisation mais
n'empéche pas la fixation de la leptine sur la partie CRH2 (figure 16, A) ce qui permet de suivre
I'internalisation a la fois de la leptine et de son récepteur. Il cible les deux isoformes du récepteur Ob-

Ra et Ob-Rb, tous les deux exprimés dans I"hypothalamus.

Dans un premier temps, j'ai utilisé le XPA afin de vérifier par western blot la présence du
récepteur a la leptine dans les cultures de tanycytes. J’ai ainsi pu montrer I'expression de Ob-R dans un
lysat de tanycytes en culture, traités ou non a la leptine (figure 16, B). Dans un second temps, j’ai réalisé
une cinétique d’internalisation de la leptine en présence de XPA. Si l'internalisation de leptine nécessite
son récepteur, nous devrions observer une co-internalisation de la leptine et du XPA. Pour cela, les
cellules sont incubées en présence de XPA (5 pg/ml) et de leptine fluorescente (2 pg/ml) pendant
différents temps (2-5-10-15 min) a 37°C. Le XPA est ensuite révélé par un anticorps secondaire couplé
a I’Alexa 488 (figure 16, D). A l'instar de la leptine, j'observe que seulement environ 25% des tanycytes
sont marqués au XPA, marquage qui apparait punctiforme et en majorité périnucléaire. Ces données
montrent que le récepteur a la leptine est exprimé a la surface des tanycytes et que le pourcentage de
cellules présentant le récepteur Ob-R pourrait correspondre aux tanycytes qui captent également la
leptine. Effet, il est important de noter que 100% des tanycytes qui internalisent la leptine fluorescente
ont également internalisé le XPA. De plus, j'ai calculé qu’aprés 5 min d’incubation, environ 60% de la

leptine fluorescente colocalise avec le XPA (figure 16, C).

'ensemble de ces données indique que l'internalisation de la leptine par les tanycytes in vitro

dépend bien de son récepteur.
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Figure 16: Présence du récepteur a la leptine Ob-R dans les tanycytes et
internalisation avec la leptine fluorescente. A) Schéma représentant la partie
extracellulaire du récepteur a la leptine et les domaines de fixation CRH1 et CRH2 du XPA et
de la leptine fluorescente respectivement. B) Détection du récepteur Ob-R par western blot dans
les tanycytes (Tan), les tanycytes incubés avec la leptine pendant 15 min (Tan + lep) ou dans les
fibroblastes de souris (controle négatif). L’actine est utilisée comme contréle du total de protéines.

C) Graphique représentant le pourcentage moyen de colocalisation de la leptine avec son
récepteur ObR au cours du temps = SEM. D) Image de microscopie confocale de tanycytes
maintenus dans du milieu de restriction et incubés avec le XPA (5 pg/ml) et la leptine fluorescente
(2 pg/ml) pendant 5 min a 37°C. Apres fixation, les cellules sont incubées avec 'anticorps
secondaire dirigé contre le XPA couplé a I’Alexa-488 (vert) et les noyaux marqués au Hoechst
(bleu) pendant 30 min. Le panel de droite (blanc) représente le masque de colocalisation obtenu
avec le logiciel ICY en sélectionnant les pixels doublement marqués pour la leptine et XPA. Les
carrés blancs représentent les zooms et les fleches blanches indiquent des pixels doublement
marqués. Barre d’échelle 20 ym. La planche D est référencée dans la figure 1, I de Uarticle Nat.metabolism.
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I.3. L’ENDOCYTOSE DE LA LEPTINE EST-ELLE DEPENDANTE DE LA CLATHRINE ?

Dans des systemes hétérologues, les récepteurs a la leptine Ob-Ra et Ob-Rb surexprimés sont
endocytés par la voie dépendante de la clathrine 2%. Qu’en est-il de I'endocytose du récepteur
endogene et de la leptine dans les tanycytes ? Bien que I'équipe de Vincent Prévot suggére que
I'internalisation de leptine par les tanycytes soit dépendante des vésicules de clathrine 7?, cette voie n’a
jamais été montrée fonctionnellement comme étant la voie principale d’entrée de la leptine dans les
tanycytes in vitro. En conséquence, je me suis intéressée a la voie de la clathrine et aux protéines

responsables de cette endocytose.

[.3. A- L’Epsine 15 est-elle impliquée dans I’'endocytose de la leptine par les tanycytes ?

Pour montrer fonctionnellement que la voie dépendante de la clathrine est requise pour
I’endocytose de la leptine dans les tanycytes, j'ai tenté d’'inhiber la formation du manteau de clathrine
en ciblant I'Epsine-15, une protéine clé impliquée dans la formation d’un puit de clathrine qui recrute
d’autres protéines telles que la protéine AP-2 (assembly protein — 2) et la clathrine elle-méme. Dans un
premier temps, j’ai utilisé un mutant dominant négatif de I'Epsine-15 (Eps15 DIII) dont I'expression
inhibe la formation des puits de clathrine 2. Aprés transfection des tanycytes par la technique
d’électroporation avec le mutant rapporté par la GFP ou un contréle, les cellules sont incubées avec la
leptine fluorescente pendant différents temps (5-10-15-30 min) afin de déterminer I'impact de ce

mutant sur la cinétique d’endocytose de la leptine.

La figure (17, A) indigue que dans les cellules exprimant le mutant négatif Eps15, I'endocytose
de la leptine est perturbée en comparaison aux cellules contréles. En effet, la leptine est faiblement
détectée dans les cellules mutantes. De la méme maniére, I'analyse de la fluorescence montre que
I'internalisation de la leptine est fortement ralentie dans les cellules mutantes avec une intensité de
24% contre 42% pour les controles apres 30 min d’endocytose (figure 17, B). Ces résultats démontrent

que l'internalisation de la leptine par les tanycytes est dépendante de I'action de I'Epsine-15.
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Figure 17 : L’inhibition de I’Epsine 15 bloque ’internalisation de la leptine par les
tanycytes in vitro. A) Image de microscopie confocale représentant des tanycytes transfectés
par un mutant dominant négatif de I'Epsinel5 (Eps15 DIII) ou un contrdle-GFP (CTR) apres 15
minutes d’internalisation avec la leptine fluorescente. 24h apres la transfection par technique
d’électroporation avec le mutant dominant négatif de Pepsineld rapporté avec la GIFP ou le
contréle GFP, une cinétique d’internalisation de la leptine (2 pg/ml) pendant 3, 10,15 et 30 min
est réalisée a 37°C. Apres fixation, les noyaux sont marqués au Hoechst (bleu) pendant 30 min.
Barre d’échelle 10 pm. B) Graphique représentant I'intensit¢é moyenne de fluorescence de la
leptine par cellule au cours du temps dans la condition contrdle ou transfectée par le mutant de
I’Epsl5. Les données utilisées sont les valeurs moyennes d’intensité de fluorescence £ SEM. Test
de Mann-Whitney ; ** p<0,01.
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[.3. B — La clathrine est-elle recrutée au niveau de la leptine et de son récepteur ?

L'implication de I'Epsine 15 dans I’endocytose de clathrine suggéere fortement un réle
fonctionnel des vésicules a manteau de clathrine. J’ai tout d’abord étudié la localisation de la clathrine
dans les tanycytes par rapport a la leptine et a son récepteur. Pour cela, j’ai réalisé un immunomarquage
de la chaine lourde de la clathrine sur des tanycytes incubés en continu avec la leptine fluorescente (2
ug/ml) et XPA (5 pg/ml) pendant 5, 10 et 15 minutes. L'imagerie confocale révéle une distribution
punctiforme de la clathrine (figure 18, A). Les images indiquent également que XPA et la leptine
colocalisent avec les structures marquées par la clathrine (figure 18, A, B et C). L’analyse des images
m’a permis de calculer une colocalisation de la leptine avec la clathrine d’environ 30% (figure 18, B) et

avec le récepteur a la leptine Ob-R d’environ 24% aprés 5 min d’internalisation (figure 18, C).

Ces données suggérent I'implication de la clathrine dans le processus d’endocytose de la leptine
par les tanycytes. Il est intéressant de noter qu’ont été observées d’autres invaginations de la
membrane plasmique, plus fines et allongées, pouvant s’apparenter a des vésicules de cavéoles. La voie
dépendante de la clathrine est-elle le seul point d’entrée de la leptine ? Cette question est traitée dans

le chapitre discussion générale.

[.3. C — Linhibition de la clathrine empéche-t-elle I'internalisation de la leptine par les
tanycytes ?

Pour aller plus loin dans la démarche de valider définitivement I'importance de la clathrine
comme voie d’endocytose de la leptine par les tanycytes, j'ai opté pour une approche perte de fonction
de type ARN interférent. J’ai donc infecté les cellules avec des lentivirus exprimant 2 shRNA différents

(G10 et HO1) ciblant directement la chaine lourde de la clathrine ou un shRNA controle.

Le plasmide shRNA codant également pour la RFP, j'ai pu estimer que le taux d’infection des
tanycytes par les lentivirus est d’environ 60%. L’analyse par Western blot d’un extrait protéique de
tanycytes infectés (shRNA G10) montrent une réduction de I'expression de la chaine lourde de clathrine
d’environ 50% (figure 19, A). Néanmoins, la diminution presque globale de la clathrine en western-blot
n’est pas retrouvée en immunofluorescence pour laquelle, on retrouve des structures marquées en
périphérie et au niveau du golgi (figure 19, C). Le shRNA G10 ayant une efficacité plus importante, il a

été choisi pour la suite des expériences.



-79-

5min | Clat

b7 3

= 50 = 40-

E 50 D o
i £

£ o =

= i <

% 40 8 = 304 80
S < o8
£ 304 °8° o4

8 8 204 [8°
_I e

= 20 5

g 101 & 101

3 . g

20 e 0 T
Q 15 o o

Temps (min)

Figure 18 : Colocalisation de la leptine et du Ob-R avec la clathrine. A-B) Images de
microscopie confocale de tanycytes maintenus dans du milieu de restriction pendant 48h puis
incubés avec la leptine fluorescente (Lep ; 2 pg/ml) et anticorps XPA (5 pg/ml) pendant 5 min.
Apres fixation et perméabilisation, les cellules sont incubées avec un anticorps dirigé contre la
chaine lourde de la clathrine (Clat, rouge), révélées avec un anticorps secondaire couplé a I’Alexa-
555 (Clat) et I’Alexa 488 (XPA, vert) et les noyaux marqués au Hoechst (bleu) pendant 30 min.
En blanc, on observe le masque de colocalisation obtenu avec le logiciel ICY en sélectionnant les
pixels doublement marqués. Les carrés blancs représentent les zooms et les fleches blanches
indiquent des pixels doublement marqués. Barre d’échelle 10 pm. G) Graphique représentant le
pourcentage de colocalisation de la leptine avec la clathrine au cours du temps. Les valeurs
représentent les moyennes de colocalisation = SEM.
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Figure 19 : Inhibition de la clathrine par utilisation de lentivirus shRNA. A) Les lysats

cellulaires des cellules infectées avec le lentivirus shRNA controle (C'TR) ou dirigé contre la
clathrine (HO1 et G10) sont analysés par Western blot. Les anticorps utilisés sont dirigés contre la
chaine lourde de la clathrine et de I’actine pour le contrdle. B) Histogramme représentant le total
de clathrine en pourcentage dans les échantillons CTR, ou infectés (G10, HOL) apres
normalisation avec le controle d’actine. CG) Images de microscopie confocale représentant les
tanycytes infectés par lentivirus shRINA-clath (G10) ou shRNA-ctr pendant 6h. Apres 48h, les
cellules sont marquées avec un anticorps primaire dirigé contre la chaine lourde de la clathrine et
révélées avec un anticorps secondaire couplé a I’Alexa-488. Les noyaux sont marqués au Hoechst
(bleu) pendant 30 min. Barre d’échelle 10 pm.
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J'ai ensuite testé I'impact de Iinhibition de clathrine sur la cinétique d’internalisation de la
leptine fluorescente dans les tanycytes in vitro. J'ai cependant d{ faire face a une limitation technique.
En effet, au vu du nombre limité de cellules qui internalisent la leptine fluorescente (20 %) et le
pourcentage de cellules infectées (60%), il est difficile d’observer individuellement un nombre suffisant
de cellules doublement positives (GFP pour I'infection, leptine pour I'internalisation) pour effectuer des
analyses. J'ai donc opté pour une analyse quantitative globale sur des champs larges visualisés au
Nanozoomer dans lesquels j'ai quantifié le nombre de cellules infectées positives pour la leptine pour
chaque condition (figure 20, A). 73 % des cellules exprimant le shRNA contréle sont positives pour la
leptine. Cette proportion est fortement réduite lorsque I'expression de clathrine est diminuée puisque
seulement 17% des cellules exprimant le shRNA dirigé contre la clathrine internalise la leptine (figure

20, B).

Combinés, les résultats obtenus par I'utilisation du dominant négatif de I'Epsine 15 et du
lentivirus shRNA clathrine permettent d’affirmer que I'endocytose de la leptine dans les tanycytes est

dépendante de la formation des puits de clathrine.

[.3. D — La dynamine est-elle impliquée dans I’endocytose de la leptine ?

Pour aller plus loin dans la compréhension des mécanismes moléculaires du processus
d’endocytose de la leptine, je me suis intéressée a la dynamine, une protéine recrutée dans la voie
clathrine et impliquée dans le mécanisme de fission des vésicules permettant leur détachement de la
membrane plasmique 2*’. Pour cela, j’ai testé le dynasore, un inhibiteur chimique de I'activité GTPase
des dynamines. La cinétiqgue d’endocytose de la leptine fluorescente indique qu’un traitement au
dynasore induit une inhibition significative de l'internalisation de leptine. En effet, dés 5 minutes,
I'intensité de leptine fluorescente par cellule est fortement réduite dans les cellules traitées avec le
dynasore comparé aux cellules controles (figure 21, A et B). La quantification des images confirme ces
observations, I'intensité de fluorescence dans les cellules traitées avec le dynasore est de 22% contre

40 % dans les cellules contrdles apres 15 min d’incubation avec la leptine fluorescente.

Ces résultats suggerent I'implication d’une dynamine dans le processus d’endocytose de la

leptine par les tanycytes in vitro.
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Figure 20 : L’endocytose de la leptine est dépendante de la clathrine. A) Images
acquises avec le Nanozoomer, illustrant des tanycytes apres infection avec le shRNA clat (rouge)
pendant 5 heures. Apres 24h d’expression, les cellules sont incubées avec la leptine fluorescente
(Lep, 2 pg/ml, blanc) et fixées au PFA 4%. Les noyaux sont marqués au Hoechst (bleu). Les
carrées blancs correspondent aux zooms. Barre d’échelle 100 pm. G) Histogramme représentant
le pourcentage moyen de cellules infectées par lentivirus shRNA-clat ou shRNA-ctr et positives
pour la leptine fluorescente. Test de Mann-Whitney ; * : p<0,05.
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Figure 21 : Le dynasore inhibe I’internalisation de la leptine fluorescente par les
tanycytes in vitro. A) Images acquises au microscope confocal montrant des tanycytes pré-
traités (Dyn) ou non (CTR, DMSO) avec le dynasore (50 pM) pendant 30 min a 37°C et incubés
avec la leptine fluorescente (2 pg/ml, violet) pendant 5 min et 15 min a 37°C. Les cellules sont
ensuite fixées au PFA 4% puis les noyaux marqués au Hoechst (bleu) pendant 30 min. Barre
d’échelle 20 pm. B) Graphique représentant I'intensité moyenne de fluorescence de la leptine (u.a)
par cellule en condition C'TR ou traitée avec le dynasore. u.a : unité arbitraire. Test de Mann-
Whitney ; *** : p<0,001.
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Il. TRANSPORT INTRACELLULAIRE DE LA LEPTINE DANS LES TANYCYTES HYPOTHALAMIQUES

D’un point de vu physiologique, la leptine doit étre acheminée du sang vers le liquide céphalo-
rachidien afin d’entrer dans I’hypothalamus. Ainsi, une fois captée par son récepteur au niveau des
pieds tanycytaires en contact avec les vaisseaux fenétrés et internalisée, la leptine doit étre transportée
au travers des tanycytes avant d’étre sécrétée au niveau des corps cellulaires bordant le troisieme
ventricule. La voie de transport intracellulaire empruntée par la leptine n’a jamais été décrite dans les
tanycytes. Dans ce paragraphe, je décris les expériences qui m’ont permis de découvrir une partie de

cette voie de transport.

I1.1. LA LEPTINE TRANSITE-T-ELLE PAR LA VOIE DES ENDOSOMES PRECOCES ?

Selon les différentes voies connues de I'endocytose, un ligand et son récepteur peuvent atteindre
différents compartiments intracellulaires apres internalisation. Un des premiers compartiments
pouvant étre rejoint est I'endosome précoce. Afin d’étudier le transit potentiel de la leptine par les
endosomes précoces, j'ai observé, a différents temps d’internalisation, la distribution intracellulaire de
la leptine fluorescente par rapport aux endosomes précoces en réalisant un marquage de la protéine

EEA1 (early endosome antigen-1), un marqueur spécifique de la membrane des endosomes précoces.

Les images de microscopie confocale indiquent la présence d’endosomes précoces dans
I'ensemble de la cellule (figure 22, A). De facon intéressante, j'ai pu observer une forte colocalisation
entre la leptine fluorescente et EEA1 avec un pic d’environ 58% apres 10 min d’internalisation (figure
22, A et B). De maniere similaire, si on analyse I'intensité moyenne de fluorescence de la leptine dans
les structures positives pour EEA1, un pic maximal de fluorescence (15%) apparait a 10 minutes pour

ensuite décroitre progressivement au cours du temps (figure 22, C).

Ces données indiquent que la leptine s’accumule dans ce compartiment au cours des 10
premiéres minutes puis en sort progressivement démontrant ainsi, qu’apres son internalisation, la

leptine transite par les endosomes précoces.
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Figure 22 : La leptine transite dans les endosomes précoces. A) Images de microscopie
confocale de tanycytes incubés avec la leptine fluorescente (2 pg/ml, rouge) pendant 10 min a
37°C. Les cellules sont fixées au PFA 4%, perméabilisées pendant 5 min au triton 0,1% puis
incubées avec un anticorps primaire anti-EEAL (vert). La révélation se fait avec un anticorps
secondaire couplé a I’Alexa-488 et les noyaux sont marqués au Hoechst (bleu) pendant 30 min.
Représentés en jaune, les deux marquages superposés et en blanc le masque de colocalisation
obtenu avec le logiciel ICY montrant les pixels colocalisés et dont 'espace de séparation est
inférieur a 3px. Les cadres blancs représentent les zooms et les fleches blanches pointent des
exemples de pixels colocalisés. Barre d’échelle 10 pm. B) Graphique représentant le pourcentage
de leptine colocalisée avec EEAI au cours du temps. Les valeurs représentent les moyennes de
colocalisation £ SEM. Q) Graphique représentant le pourcentage moyen de fluorescence de la
leptine dans les compartiments positifs pour EEA1 £ SEM. Test de Mann-Whitney *** p<0,001.
Planche et graphique retrouvés en _figure 2 (A, B C et D de Uarticle Nat. metabolism.
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I1.2. QUELLE DESTINATION APRES LES ENDOSOMES PRECOCES ?

A la sortie des endosomes précoces, différentes voies peuvent étre empruntées. Les récepteurs
par exemple peuvent suivre la voie de recyclage rapide a la membrane plasmique par la voie des
endosomes de recyclage mais également suivre la voie lysosomale, qui pourrait constituer la voie de
sécrétion de la leptine. Je me suis d’abord demandé si la leptine transite par les endosomes de
recyclage ? Pour répondre a cette question, j'ai réalisé des immunomarquages de Rabl1, une petite
protéine G de la famille des Rab, composant des endosomes de recyclage. Dans les tanycytes, le
marquage Rab11 apparait punctiforme et réparti de facon homogene dans toute la cellule (figure 23,
A). En marquant Rab 11 sur des tanycytes ayant internalisé la leptine, j'observe une colocalisation
croissante entre la leptine et Rab 11 au cours du temps avec un pic d’environ 40% apres 30 min
d’internalisation (figure 23, B). De plus, I'intensité de fluorescence de la leptine dans les endosomes de
recyclage est également croissante au cours du temps d’internalisation atteignant un maximum a 30
minutes (figure 23, C). Ces résultats indiquent qu’apres son passage dans les endosomes précoces, au

moins une proportion de la leptine internalisée rejoint les endosomes de recyclage.

Je me suis ensuite demandé si la leptine pouvait également rejoindre la voie lysosomale. Pour
cela, jai utilisé le « LysoTracker Red », une molécule fluorescente rouge qui s’accumule dans les
organites acides (dont les lysosomes) des cellules vivantes. L'intensité de fluorescence étant dépendant
de I'acidité des vésicules, les points les plus intense peuvent s’apparenter aux lysosomes. Pour chaque
temps d’internalisation, je détecte un taux de colocalisation entre la leptine et le Lysotracker assez
similaire, autour de 20% (figure 24, A). En revanche, si on analyse l'intensité de fluorescence de la
leptine dans les compartiments positifs pour le Lysotracker, nous observons une augmentation
progressive pendant I'internalisation avec un maximum atteint a 30 min (figure 24, C). Ces résultats
indiquent gu’aprés son passage dans les différents endosomes, une partie de la leptine rejoint les

lysosomes.

Une partie au moins de la leptine transitant par les lysosomes, je me suis intéressée au réle de
I'acidification des vésicules dans le transport de la leptine. L"acidification vésiculaire est un phénoméne
impliqué dans les processus de fusion des endosomes, dans la dégradation ou encore la sécrétion
lysosomale %8, Pour ce faire, j'ai utilisé la bafilomycine A1, un antibiotique sélectif qui empéche
I'acidification des vésicules en bloguant I'activité des pompes V-ATPases. Ceci conduit a un changement
de pH dans les vésicules empéchant la fusion des endosomes et lysosomes. Afin de contréler I'efficacité
de la bafilomycine sur I'acidification des vésicules, jai d’abord réalisé un test controle avec le

LysoTracker qui marque les compartiments acides des cellules.
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Figure 23 : La leptine transite par les endosomes de recyclage. A) Images de
microscopie confocale montrant les tanycytes traités pendant 15 min avec la leptine fluorescente
(2 pg/ml, rouge), fixés au PFA 4% pendant 10 min et perméabilisés au triton 0,1% pendant 5
min. Les endosomes de recyclage sont marqués avec un anticorps primaire dirigé contre la
protéine Rabll (vert) puis révélés avec l'utilisation d’un anticorps secondaire couplé a I’Alexa-
488. Les noyaux en bleu sont marqués au Hoechst pendant 30 min. Réprésentés en jaune, les
deux marquages superposés et en blanc le masque de colocalisation obtenu avec le logiciel ICY,
montrant les pixels colocalisés et dont 'espace de séparation est inférieur a 3px. Les cadres blancs
représentent les zooms et les fleches blanches pointent des exemples de pixels colocalisés. Barre
d’échelle 20 pym. B) Graphique représentant le pourcentage de leptine colocalisée avec Rabl1 au
cours du temps. Les valeurs représentent les moyennes de colocalisation £ SEM. G) Graphique
représentant le pourcentage moyenne de fluorescence de la leptine dans les compartiments positifs
pour Rabl1 = SEM. Test de Mann-Whitney * p<0,05 ; ** p<0,01.
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Figure 24 : La leptine transite dans les endosomes tradifs et les lysosomes. A)
Images de microscopie confocale montrant les tanycytes pré-traités pendant 15 min avec le
LysoTracker (10 pM, vert) puis incubés avec la leptine fluorescente (2 pg/ml, rouge). En blanc le
masque de colocalisation obtenu avec le logiciel ICY, montrant les objets colocalisés dont I’espace
de séparation est inférieur a 3px. Les carrés représentent les zooms et les fleches blanches
représentent des exemples de pixels colocalisés. Barre d’échelle 10 pm. B) Graphique représentant
le pourcentage de leptine colocalisée avec le Lysotracker au cours du temps. Les valeurs
représentent les moyennes de colocalisation £ SEM. G) Graphique représentant le pourcentage

moyenne de fluorescence de la leptine dans les compartiments positifs pour le LysoTracker *
SEM.
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Une diminution de I'intensité de fluorescence du LysoTracker dans les tanycytes traités avec la
bafilomycine est observée. De plus, la perte du marquage vésiculaire du Lysotracker dans les cellules
traitées avec la bafilomycine en comparaison aux cellules contréles indique son efficacité sur le blocage
de I'acidification des vésicules dans les tanycytes (figure 25, A). J'ai ensuite effectué une cinétique de
relargage de la leptine fluorescente. Les cellules sont pré-traitées avec de la bafilomycine (1 uM),
incubées avec de la leptine fluorescente (2 pg/ml) pendant 15 min, lavées puis incubées dans du milieu
frais pour observer son relargage au cours du temps. L'analyse de la fluorescence de leptine par cellule
indigue un ralentissement de la sortie de leptine dans les cellules traitées avec la bafilomycine qui reste
environ a 90% contre 65% pour les cellules contrdles aprés 30 min de relargage (figure 25, B) suggérant

un blocage du transport de la leptine et potentiellement de la sécrétion de la leptine par les tanycytes.

Ces données montrent que la leptine transite par la voie lysosomale, qui pourrait constituer le

compartiment de sécrétion final de la leptine.
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Figure 25 : La bafilomycine inhibe le transport de la leptine dans les tanycytes. A)
Images de microscope confocal montrant des cellules controles ou pré-traitées avec la
bafilomycine (1 pM) pendant 15 min a 37°C, puis incubées en présence du lysotracker red
(100nM, rouge). Les noyaux sont marqués au Hoeschst (bleu). Barre d’échelle 20 pm. B)
Graphique représentant le pourcentage moyen de fluorescence de la leptine dans les cellules
controles (noir) ou traitées avec la bafilomycine (violet) au cours du temps apres la chasse
(changement de milieu). Les valeurs représentent les moyennes + SEM.
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11.4. LES PROTEINES SNARES SONT-ELLES IMPLIQUEES DANS LA SECRETION DE LA LEPTINE PAR
LES TANYCYTES ?

Le compartiment intracellulaire impliqué dans la sécrétion de la leptine par les tanycytes n’est
pas connu a ce jour. Les protéines SNARES qui forment des complexes contrélant les processus de
fusion membranaire pourraient étre une piste intéressante a suivre dans l'identification de ce
compartiment. J'ai simplement opté pour une approche générale ici en transfectant la culture de
tanycytes avec un plasmide codant pour la neutoxine Botulique C qui clive spécifiquement les
syntaxines (1A — 2 et 3) ainsi que SNAP-25 chez le rat 2*°. De plus, les données sur la souris obtenues
dans le laboratoire de Vincent Prévot suggerent que les protéines SNAREs sont impliquées dans la
régulation de la prise alimentaire et la mise en place d’une intolérance au glucose (datas non publiées).
Afin d’identifier I'implication de ces protéines dans la sécrétion de leptine par les tanycytes, une
approche d’inhibition par l'utilisation d’'un plasmide codant pour la neutoxine Botulique C a été
privilégiée. Lorsque ces protéines sont clivées, les complexes SNAREs ne sont plus formés, inhibant ainsi
la fusion membranaire entre les compartiments concernés. J'ai ainsi analysé I'impact du clivage de ces

protéines SNARES sur la cinétique de sécrétion de la leptine par les tanycytes.

De facon intéressante, I'analyse des images obtenues au microscope confocal indique que la
leptine est toujours détectable apres 45 minutes de chasse et présente une importante intensité de
fluorescence dans cellules exprimant la toxine en comparaison aux cellules controles (figure 26, A). En
effet, l'intensité de fluorescence de la leptine décroit graduellement dans les cellules controles
traduisant une sécrétion progressive. En revanche, dans les cellules exprimant la toxine, 'intensité de
fluorescence de leptine reste constante (figure 26, B). L'ensemble de ces résultats suggére qu’une ou
plusieurs protéines SNAREs cibles de la toxine botulique C (Syntaxines et/ou SNAP 25), pourraient étre

impliquées dans la sécrétion de la leptine par les tanycytes in vitro.

En paralléle, nos collaborateurs Lillois ont montré qu’'un modele de souris transgénique
exprimant la neutoxine botulique B (souris iBot,*°) qui clive les protéines SNAREs synaptobrévine 1, 2
et 3 (VAMP 1, 2 et 3), développe une intolérance au glucose associée a une prise alimentaire perturbée
(M. Duguenne et V. Prévot, données non publiées). Il sera donc important de tester le réle potentiel de
ces protéines VAMPs dans la sécrétion de leptine par les tanycytes. Ce point est abordé dans la

discussion.
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Figure 26 : La toxine botulique C bloque la sécrétion de la leptine par les tanycytes
in vitro. A) Images de microscopie confocale montrant des cellules transfectées par utilisation de
la lipofectamine 3000 avec un plasmide contenant la toxine botulique G pendant 5h dans
Poptimem et le milieu de culture dépourvu de péni-streptomycine. Apres 24h, les cellules sont
incubées avec la leptine fluorescente (2 pg/ml, violet) pendant 15 min a 37°C, lavées puis le milieu
est changé pour observer sa sécrétion au cours du temps (15-30-45 min). Les images correspondent
a une fixation des cellules aprés 45 min de relargage de leptine. Echelle 20 pm. B) Graphiques
représentant I'intensité de fluorescence de la leptine par cellules au cours du temps en condition
contréle ou transfectées avec la BONT/C. Le point 0 mon correspond a I'incubation avec la
leptine pendant 15 min. Les valeurs représentent les moyennes de fluorescence £ SEM. Test de
Mann-Whitney ; ***: p<0.001.
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. IMPLICATION DES VOIES DE SIGNALISATION DANS LE TRAFIC INTRACELLULAIRE DE LA
LEPTINE

II.1. L'INTERNALISATION DE LA LEPTINE EST-ELLE DEPENDANTE DE LA SIGNALISATION DU
RECEPTEUR OB-R ?

Dans le chapitre précédent, j’ai montré que la leptine se fixe sur son récepteur Ob-R et que ce
complexe est ensuite internalisé par la voie dépendante de la clathrine dans les tanycytes in vitro. Lors
de la fixation de la leptine sur le récepteur Ob-R, la protéine kinase JAK (Janus Tyrosine Kinase) par sa
trans-phosphorylation va initier I'activation de cascades de phosphorylations dont les voies MAPK
(mitogen-activated protein kinase) et STAT (Signal Transducer and activator of transcription)

nécessaires pour réguler la prise alimentaire et ’homéostasie énergétique.

Afin d’étudier I'implication potentielle de ces voies de signalisation dans la transcytose de la
leptine, jai utilisé le mutant LAN de la leptine 2°1. Cet outil, fournit par notre collaboratrice Julie Dam
(Institut Cochin, Paris), couplé au fluorophore D2 est trés intéressant, car cette leptine mutée est un
antagoniste qui se fixe sur le méme site CRH2 du récepteur que la leptine bioactive. Les mutations de
LAN (L39A D40A F41A) ne sont pas sur le site orthostérique lui permettant de se lier a Ob-R avec la
méme affinité que la leptine bioactive mais n’active pas les voies de signalisation JAK-STAT associées au

récepteur Ob-R.

Dans un premier temps, j’ai simplement effectué une cinétique d’internalisation de LAN dans les
tanycytes en culture. Al'instar de la leptine bioactive non mutée, j’ai pu observer que le LAN fluorescent
est internalisé et s’accumule dans les tanycytes en culture (figure 27, A), montrant ainsi que

I'internalisation de la leptine est indépendante de la signalisation de son récepteur.

I11.2. LA SIGNALISATION DU RECEPTEUR OB-R REGULE-T-ELLE LE TRANSPORT DE LEPTINE ?

J’ai montré que l'internalisation de leptine par les tanycytes est indépendante des voies de
signalisation déclenchées par I'activation de son récepteur. On peut également se demander si ces
voies de signalisation ne seraient pas impliquées dans la régulation du transport de leptine au sein de

la cellule et in fine de son relargage ?
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Figure 27 : Internalisation de la leptine mutée LAN par les tanycytes in vitro. Image
de microscopie confocale de tanycytes maintenus dans du milieu de restriction pendant 48h puis
incubés avec la leptine fluorescente mutée LAN (2 pg/ml) pendant 5, 10 et 15 min a 37°C. Les
cellules sont fixées au PFA 4% pendant 10 min, lavées 3 fois au PBS 1X] et les noyaux (bleu) sont

marqués au Hoechst pendant 30 min. Barre d’échelle 10 pm.
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Figure 28 : Le relargage de la leptine par les tanycytes in vitro dépend des voies de
signalisation. A) Images de microscopie confocale montrant les tanycytes incubés avec la
leptine fluorescente (2 pg/ml, blanc) ou la leptine mutée LAN fluorescente (2 pg/ml, blanc)
pendant 15 min (point 0 min) a 37°C, lavés puis incubés avec du milieu frais pendant 15 et 60
min, pour observer le relargage de la leptine au cours du temps. Barre d’échelle 10 ym. B)
Graphique représentant 'intensité globale de fluorescence de la leptine fluorescente ou du LAN
par cellule au cours du temps (min). Les valeurs représentent les moyennes de fluorescence +
SEM. Test de Mann-Whitney *** p<0,001. Planche et graphique insérés dans la figure supplémentaire 2 de

Particle Nat.metabolism,
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Pour répondre a cette question, j'ai utilisé I'expérience de « chasse ». Les cellules sont incubées
en présence de leptine fluorescente (2 ug/ml) ou de LAN (2 ug/ml) pendant 15 min a 37°C. Aprés un
lavage rapide, les cellules sont incubées dans un milieu de culture frais sans leptine (temps 0) et je
quantifie I"évolution de la fluorescence de la leptine jusqu’a 60 minutes (5, 15, 30, 60 min). Comme
démontré avant, la leptine et le LAN sont indifféremment internalisés par les tanycytes. En revanche,
alors que l'intensité totale de fluorescence de la leptine décroit avec le temps, celle du LAN reste
constante (figure 28, A, B). Ces résultats indiquent d’une part, qu’une fois transportée la leptine est
sécrétée par les tanycytes, ce qui explique la diminution du marquage. En effet, lorsque je dose par
méthode ELISA la leptine relarguée dans le milieu de culture a différents temps de mon expérience de
chasse, j'observe une nette augmentation de la quantité de leptine (voir figure 15, E) démontrant bien
gue les tanycytes sécretent la leptine préalablement internalisée. D’autre part, mes données indiquent
gu’a l'inverse le LAN n’est pas sécrété suggérant que I'activation des voies de signalisation via Ob-R est

essentielle a la sécrétion de leptine par les tanycytes.

Nos collaborateurs ont suggéré I'implication potentielle de la voie ERK dans le relargage de la
leptine du sang vers le LCR par les tanycytes in vivo 2. Je me suis alors demandé si cette voie contréle
le trafic vésiculaire de leptine dans les tanycytes in vitro. Pour cela j’ai choisi une approche inhibitrice
en utilisant la molécule U0126 (Sigma) un inhibiteur de MEK1/2, une protéine kinase activatrice qui se

trouve en amont de ERK1/2.

Dans un second temps, je me suis intéressée a I'impact de l'inhibition de la voir ERK sur le
transport et la sécrétion de la leptine dans les tanycytes en culture. Pour ce faire, les cellules sont
prétraitées avec le U0126 (10 pM) ou du DMSO, incubées avec la leptine (2 ug/ml) pendant 15 minutes,
lavées et incubées avec du milieu frais pour « chasser » la leptine au cours du temps. Dans les cellules
traitées au DMSO, la fluorescence de leptine, qui s’est accumulé dans les tanycytes pendant les 15
minutes d’incubation (point O min, 100%), baisse progressivement atteignant 40% aprés 60 minutes
(figure 29, B et C). Cette baisse de fluorescence coincide avec une augmentation de la quantité de
leptine dosée par ELISA dans le milieu extracellulaire, confirmant bien la sécrétion de la leptine
internalisée (figure 29, A). En revanche, un traitement par le U0126 prévient la décroissance de
fluorescence de la leptine au cours du temps et inhibe fortement la quantité de leptine détectée dans

le milieu extracellulaire (figure 29, B et C).

Je peux conclure ici, qu’a I'instar de la leptine mutée LAN, I'inhibition de la voie ERK empéche la
sécrétion de leptine internalisée par les tanycytes. L'ensemble de ces données indique que la
signalisation du récepteur Ob-R est essentielle a la sécrétion de leptine alors qu’elle n’est pas nécessaire

pour son internalisation.
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Figure 29 : La signalisation de Ob-R est impliquée dans le relargage de la leptine.
A) Graphique représentant le pourcentage de leptine sécrétée dans le milieu par les tanycytes
apres un dosage Elisa. Pour chaque échantillon, une boite de 10 cm de tanycytes a confluence est
utilisée. Les cellules sont placées en restriction pendant 48h puis prétraités avec du DMSO (C'TR)
ou I'inhibiteur U0126 (10 pM) pendant 15 min et incubés avec la leptine (2 pg/ml) pendant 15
min (point 0 min) a 37°C, lavés puis incubés avec du milieu frais pendant différents temps (15, 30
et 45 min). B) Graphique représentant 'intensité globale de fluorescence de la leptine dans les
cellules CTR ou traitées avec le UO126 au cours du temps. Les valeurs représentent les moyennes
de fluorescence £ SEM. Q) Tanycytes représentés apres prétraitement au DMSO ou U0126 (10
pM) pendant 15 min puis incubés avec la leptine fluorescente (2 pg/ml, blanc) pendant 15 min a
37°C. Apres un lavage rapide, les cellules sont incubées avec du milieu frais pendant 15 et 60 min
puis fixées. Les noyaux sont ensuite marqués au Hoechst (bleu) pendant 30 min. Barre d’échelle
10 pM. Test de Mann-Whitney ** p<0,01 ; *** p<0,001. La planche et le graphique sont retrouvés en
Sigure supplémentaire 2 du Nat.metabolism.
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Est-ce que le blocage des voies de signalisation induites par I'activation d’Ob-R empéche le
processus de sécrétion lui-méme ou bien est-ce le transport de leptine qui est perturbé, 'empéchant
de rejoindre le compartiment de sécrétion ? Pour tenter d’aborder cette question, j'ai d’abord voulu

vérifier si le transport de la leptine vers les endosomes précoces était normal.

De fagon intéressante, j'ai pu observer que I'entrée de la leptine dans les endosomes précoces
n'est pas perturbée mais qu’en revanche, la leptine semble y rester bloquer (figure 30). En effet,
I'analyse au cours du temps du transport du LAN indique que l'intensité moyenne de fluorescence du
LAN dans les compartiments positifs pour EEA1 reste constante au cours du temps contrairement a
celle de la leptine non mutée, suggérant que le LAN puisse étre séquestré dans les endosomes précoces
(figure 30, A et C). J'observe exactement les mémes résultats en bloquant la voie ERK. En effet,
I'inhibition de MEK1/2 par un traitement des tanycytes avec I’'U0126 conduit a I'accumulation de leptine

fluorescente dans les endosomes précoces positifs pour EEA1 (figure 30, C).

L’'ensemble de ces données indique que la signalisation du récepteur OB-R contréle le trafic

intracellulaire de la leptine et plus spécifiquement, le transport depuis les endosomes précoces.

Jai ensuite voulu vérifier si la sortie du LAN fluorescent des endosomes précoces pouvait étre
restaurée par une activation directe de la voie de signalisation EGFR-ERK dans les tanycytes. En effet,
nos collaborateurs avaient montré que I'EGF pouvait avoir un effet sur le transport de la leptine vers le
cerveau chez les souris DIO et induire une perte de poids chez ces animaux en restaurant le phénotype
des souris contrdles ’2. Pour ce faire, les cellules sont prétraitées avec I'EGF (10 ng/ml) pendant 15 min
puis incubées avec la leptine mutée LAN fluorescente (2 ug/ml) pendant 15 min a 37°C. Les tanycytes
sont ensuite lavés et incubés avec du milieu de culture frais pour observer la sortie de la leptine au
cours du temps en présence de I'EGF. Le traitement a I'EGF restaure le trafic du LAN muté fluorescent
et sa sortie des endosomes précoces (figure 30, A). En effet, I'analyse de l'intensité de fluorescence du
LAN montre une baisse du signal au cours du temps (figure 30, C) indiguant, comme observé pour la

leptine fluorescente, sa sécrétion par les tanycytes en présence de I'EGF.

Ces résultats suggérent que le transport transcellulaire de la leptine dans les tanycytes requiert

la voie EGFR-ERK et que I'activation de cette voie est dépendante de I'activation du récepteur Ob-R.



-97-

30min | EEA1

Leptin + U0126

LAN + EGF

B C

2 100- 120- P

b e o o Leptine g Lepﬁne

5 . LAN c ~+— Leptine + UO126
B 5 g 1001 ~ LAN

S 60 8% ~= LAN +EGF
2 @ 23 a0

7] o w

T 40 al ]

.8 40 =8 6o s\ Y

s 5 R

% 204 £ ns

o] 40 T T T T T

o L o - ; 0 5 15 30 60

o 0 5 15 30

Temps (min)
Temps (min)



-98 -

Figure 30: L’inhibition de ERK1/2 bloque la sortie de la leptine des endosomes
précoces. A) Image de microscopie confocale de tanycytes C'IR ou pré-traités avec 'inhibiteur UO126
(10 pM ; leptine) ou PEGF (10 ng/ml ; LAN) et incubés avec la leptine fluorescente (2 pg/ml) ou la
leptine mutée LAN fluorescente (2 pg/ml) pendant 15 min a 37°C (point O min). Les cellules sont lavées
et incubées dans du milieu frais pendant différents temps (5-15-30-60 min). Aprés fixation et
perméabilisation les cellules sont marquées avec un anticorps primaire anti-EEAT1 (vert), et révélées avec
un anticorps secondaire couplé a I’Alexa 488. Les noyaux (bleu) sont marqués au Hoechst. En blanc est
représenté le masque de colocalisation obtenu avec le logiciel ICY. Les fleches blanches représentent des
exemples de pixels colocalisés. Barre d’échelle 10 pm. B) Graphique représentant le pourcentage de
colocalisation de la leptine fluorescente et du LAN fluorescent avec les compartiments positifs pour
EEAI1. C) Graphique représentant le pourcentage de leptine fluorescente ou de LAN fluorescent dans
les compartiments positifs pour EEA1 pour les cellules traitées ou non avec le UO126 (leptine) ou TEGF
(LAN) au cours du temps. Les valeurs représentent les moyennes £ SEM. Test de Mann-Whitney ; ns :
non significatif ; *: p<0,1 ; **: p<0,01 ***: p<0.001. Planche en figure supplémentaire 2 de Uarticle Nat.
Metabolism.

I11.3. L’ACTIVATION DE LA VOIE ERK ET DE LA VOIE DE L’EGFR SONT-ELLES NECESSAIRES POUR
LE TRANSPORT DE LA LEPTINE DANS LES TANYCYTES ?

Afin d’aller plus loin dans la compréhension du lien qui existe entre le transport de la leptine
dépendant de la voie ERK et I'action de I'EGF sur celui-ci, jai utilisé I'erlotinib, un inhibiteur de I'activité
tyrosine kinase du récepteur EGF, empéchant ainsi sa phosphorylation intracellulaire et I'activation des
voies sous-jacentes. Dans un premier temps, je me suis intéressée a son action sur |'activité de la voie
ERK, que j'ai vérifiée par la technique de Western blot. Les cellules sont prétraitées ou non avec erlotinib
pendant 15 min puis incubées ou non avec la leptine pendant 15 min. L'analyse par Western blot
montre que, lors d’un traitement avec I'erlotinib, la phosphorylation de ERK est inhibée suggérant son
action inhibitrice sur la voie EGFR qui est en lien étroit avec la voie ERK. J'observe également une plus
faible activation de la voie ERK induite par la leptine quand les cellules traitées avec |'erlotinib suggérant
un lien entre les voies induites par le récepteur a la leptine et le récepteur a I'EGF (figure 31, A). J'ai
ensuite réalisé une cinétique d’exocytose de la leptine fluorescente au cours du temps dans les
tanycytes prétraités avec erlotinib (200 nM) pendant 15 min. J'observe que la baisse de fluorescence
au cours du temps due a la sécrétion de leptine est ralentie dans les cellules prétraitées en comparaison
avec les cellules controles (58 % restant apres 60 min de chasse versus 32 % ; figure 31, B). L'analyse de
I'intensité de leptine dans les endosomes précoces indique un léger ralentissement de sa sortie des
endosomes précoces mais qui reste non significatif, (figure 31, C), suggérant que le ralentissement de
la sécrétion de leptine induit par I'erlotinib n’est pas spécifiquement la conséquence d’un blocage de
transport au niveau des endosomes précoces. L'ensemble de ces données suggére un lien entre le

transport de leptine et I'activation du récepteur a I'EGF.
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Figure 31 : L’inhibition de la voie de PEGFR ralentie la sortie de la leptine des
tanycytes. A) Détection de I’activation de la voie ERK par Western blot. Les tanycytes sont pré-
traités avec I'inhibiteur de 'EGFR Erlotinib (200 nM ; 30 min) ou du DMSO et incubés ou non
avec la leptine (2 pg/ml) pendant 15 min puis lysées. Le total de protéine ERK est utilisé comme
controle. B) Graphique représentant 'intensité moyenne de fluorescence de la leptine dans les
tanycytes traités avec Erlotinib (jaune) ou DMSO (leptine, rose) au cours du temps. G) Graphique
représentant I'intensité moyenne de fluorescence de leptine dans les endosomes précoces marqués
avec EEAT en condition contréle (Leptine, rose) ou traitée avec I'inhibiteur Erlotinib (vert). Les
valeurs représentent les moyennes + SEM. Test de Mann-Whitney ; ***: p<0.001.



-100 -

V. CONCLUSION ET ARTICLE

Il a été montré chez la souris que la leptine est acheminée du sang jusqu’aux neurones du noyau
arqué par les tanycytes de I'EM participant ainsi au controle du métabolisme énergétique. Cependant,

la régulation de son transport ainsi que les mécanismes sous-jacents restent inconnus.

Cette partie de mon travail a permis de mettre en avant, in vitro, une internalisation de la leptine
indépendante de I'activité de son récepteur Ob-R, et dépendante des vésicules de clathrine et de la
dynamine. J'ai également montré que la leptine, lors de son trafic intracellulaire, rejoint les endosomes
précoces, puis qu’une partie de la leptine transite via les endosomes de recyclage et les lysosomes. De
plus, j’ai montré que la voie ERK dépendante de Ob-R est nécessaire pour le trafic post-endosomes
précoces démontrant un lien entre la signalisation Ob-R et le controle du trafic intracellulaire de la
leptine. L’'ensemble contribue a mieux comprendre la voie empruntée par la leptine dans les tanycytes,

et éclaire les acteurs de ce transport important dans le contréle de la balance énergétique.

Une partie de mes résultats a été incorporée dans une publication collaborative actuellement en
révision a Nature Metabolism pour laguelle je suis co-deuxiéme auteur (Duquenne et al., Leptin enters
the brain through a LepR:EGFR shuttle in tanycytes to regulate peripheral lipogenesis and pancreatic 8-
cell function). L’'ensemble de mes autres données servira a un second article que je signerai en premier
auteur et qui portera sur la caractérisation de la voie de transport et de sécrétion de la leptine dans les

tanycytes.

Dans ce premier article, les expériences de localisation du récepteur a la leptine sont présentées
figure 1F et celles montrant la cinétique d’endocytose dela leptine et sa localisation dans les
endosomes précoces sont décrites figure 2 A, B, Cet D. Enfin, mes données sur le role de la signalisation
ERK dans le transport de la leptine a la sortie des endosomes précoces (LAN vs leptine) sont retrouvées
dans la figure supplémentaire 2 (panels A-B-C-D). Plus généralement, I'étude développée dans cet
article se focalise sur le réle fonctionnel du récepteur a la leptine dans la régulation du métabolisme
énergétique. Grace a la combinaison d’approches in vitro et in vivo, plusieurs notions importantes ont
pu émaner de cette collaboration. Nous observons non seulement que le récepteur a la leptine est
présent dans les tanycytes mais également qu’il est fonctionnel. Nous mettons en évidence une
activation précoce de la voie de I'EGFR par la leptine et montrons une association entre les deux

récepteurs LepR-EGFR qui activent la voie ERK impliquée dans la transcytose de la leptine vers le LCR.
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De plus, I"utilisation d’un nouveau modele de souris transgénique invalidée pour le récepteur a
la leptine (LepR™™°) montre que I'absence du récepteur spécifiguement dans les tanycytes entraine
chez les souris une augmentation de la prise alimentaire et une accumulation des lipides dans les

adipocytes, conduisant a terme a une insulino-résistance.

Cette étude éclaire I'importance du transport tanycytaire de la leptine a travers I'éminence
médiane, un processus qui semble jouer un réle vital dans le contréle central de la fonction des cellules
B-pancréatiques, I'accumulation de lipides périphériques et ’homéostasie du glucose, soulevant de

nouvelles pistes thérapeutiques pour les pathologies métaboliques.
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SUMMARY

Metabolic health depends on the brain's ability to control food intake and nutrient use or storage, a
process that requires peripheral hormones such as leptin to enter the brain and mobilize regulatory
circuits. However, this process becomes dysfunctional in metabolic diseases. We have previously shown
that hypothalamic tanycytes shuttle leptin across the blood-brain barrier. Here we show that tanycytes
express functional leptin receptor (LepR), and that their transcytotic transport of leptin into the brain
involves the activation of a LepR:EGFR complex. Selectively deleting LepR in tanycytes blocks this
transport, increases food intake and lipid storage, and triggers glucose intolerance by dampening insulin
secretion by pancreatic B-cells, with concomitant alterations in sympathetic nervous system elements.
The LepR:EGFR-dependent transport of leptin into the brain by tanycytes could thus play a critical role in

the pathophysiology of diabetes in addition to obesity, with therapeutic repercussions.
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INTRODUCTION
Type 2 diabetes (TD2) is a common multigenic disorder affecting > 9% of the world’s population %
However, the characteristics of this disorder do not appear to be homogeneous across the globe. In
Asia, for example, TD2 develops in a much shorter time, in a younger age group, and in people with a
much lower body-mass index (BMI) than in patients from other parts of the globe 2. In addition, while
Asian population studies suggest that a decrease in insulin production by B-cells is crucial for the
development of diabetes, impaired insulin sensitivity, i.e. the ability to modulate glucose levels in
response to circulating insulin, appears to be a prerequisite for incident diabetes in other ethnicities,
including Europeans 2°.

Leptin is a 16-kDa peptide hormone produced by adipocytes. It functions as an afferent signal in a
negative feedback loop that not only controls feeding and maintains energy homeostasis *°, but also

0% and substrate fluxes "™ by activating leptin receptor (LepR)

regulates glucose metabolism
signaling in the brain. How circulating leptin is transported into the central nervous system to reach its
target neurons remains an enigma. However, an increasing body of evidence points to the median
eminence, a structure in the basal hypothalamus adjacent to the arcuate nucleus (ARH), as a key
entrance point for leptin into the metabolic brain "6

The median eminence is a circumventricular organ that acts as a brain window at which circulating
signals, including metabolic hormones, enter the brain by passive diffusion through the fenestrated or
porous endothelium of pituitary portal blood capillaries "', In addition to neurons of the ARH that
reside outside the blood-brain barrier, in the ventromedial ARH (vmARH) " 7, neurons that extend
dendrites into the median eminence can thus also directly sense this blood-borne information =
However, tanycytes, a specialized glial cell type lining the floor of the third ventricle in the median
eminence, form a blood-cerebrospinal-fluid (CSF) barrier that prevents these circulating metabolic
signals from reaching deeper hypothalamic structures *°. In order to reach more distant targets such
as the dorsomedial ARH (dmARH), these signals therefore require an active transport mechanism to
cross the tanycytic blood-CSF barrier 2%,

In a previous study, we have shown that blood-borne leptin extravasates from the fenestrated
capillaries of the median eminence and that tanycytes act as a shuttle for its transport into the CSF via
an ERK-dependent signaling pathway % However, the putative involvement of LepR in this process

has remained unclear, with some authors questioning the expression of LepR by tanycytes %%,
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Here, by employing multiple in vitro and in vivo approaches and several mouse models, we
demonstrate that tanycytes do indeed express functional LepR, and that this LepR expression is
required for the transcytotic transport of peripheral leptin into the CSF, a process that appears to play
a vital role in the central control of pancreatic B cell function, lipid accumulation and subsequent

glucose homeostasis.

RESULTS

LepR is expressed and active in tanycytes of the median eminence

In order to probe the expression of LepR in tanycytes of the median eminence, we first searched for
essential tools such as antibodies capable of reliably detecting LepR protein. We characterized the
recently described biologically active allosteric antibody XPA, which was developed to target mouse
LepR #°. Using isolated parts/fragments of the LepR extracellular domain (ECD), we found that the
epitope targeted by the XPA antibody lays on the cytokine receptor homology 1 (CRH1) domain of
LepR (Figure 1A), outside the orthosteric leptin-binding site of the CRH2 domain (Figure 1A, 1B). The
use of LepR BRET biosensors indicated that XPA was capable of inducing conformational changes
and the oligomerization of LepR, even though these changes were different from the ones promoted
by the natural ligand (Figure 1C). Similarly to leptin (0.8 pug/ml), treatment with 15 pg/ml XPA triggered
both STAT3 and ERK signaling pathways in HEK293 cells transfected with mouse LepR, (Figure 1D).
XPA also induced the phosphorylation of STAT3 in primary cultures of tanycytes (Figure 1E), which
we have previously shown to express LepR and to internalize fluorescently labeled leptin in vitro 2°.
This indicates that, rather than simply being a passive marker of LepR protein expression, XPA is also
a vital marker for activated and internalized LepR. Accordingly, a 5 min co-application of fluorescent
leptin (2 pg/ml) and fluorescent XPA (5 pg/ml) to primary tanycyte cultures showed that 100% of the
cells that internalized fluorescent leptin also internalized fluorescent XPA and that 50 to 60% of the
endocytosed leptin colocalized with XPA in vifro (Figure 1F), indicating that these cells expressed
LepR and internalized it in response to leptin binding. To confirm that tanycytes also express LepR in
vivo, we intravenously administered XPA (2 nmol/animal) or vehicle to mice 2 min before sacrifice. At
this short interval, XPA was seen to colocalize with the vimentin-immunoreactive processes and cell
bodies of tanycytes arching down to the fenestrated capillary plexus of the median eminence (Figure

1G).
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In our quest for further indisputable evidence of LepR expression and function in median eminence
tanycytes, we assessed whether tanycytes in living brain slices could respond to leptin and initiate

ca* signaling, as hypothalamic neurons do e

. To selectively target tanycytes, we generated mice
expressing the GCamp3 calcium biosensor under the control of the Trmp5 promoter, which is
selectively expressed in tanycytes in the median eminence (Figure 1H) *, by crossing Trmp5::Cre
mice with those allowing Cre-dependent expression of GCamp3. Puffing 6 uM leptin onto the
ventricular wall of brain slices against the flow of perfusion resulted in a [Ca"]; increase in the cell
bodies of median eminence tanycytes, as seen using live imaging (Figure 1H, and 11). A prior bath-
application of 6 uM of LAN, a mutated leptin (L39A/D40A/F41A) which acts as a competitive
antagonist, binding LepR but blocking its activity *°, before puffing leptin onto tanycytes, inhibited the
leptin-induced [Ca2+]i increase in tanycytes (Figure 11, and 1K), suggesting that LepR activation is

required for this signaling cascade. To further test the actual involvement of LepR in this process, we

generated mice in which LepR is selectively knocked out in cells expressing the Trmp5 promoter. In

oxP/loxP, xP/STOP/loxP Trmp5_ Trmp5
R : 3" 3" LepR

these Trmpb5::Cre; Lep GCamp mice (Gcamp Lep mice), puffs of

leptin failed to promote any change in [Ca2+]. in tanycytes (Figure 1J, and 1K). However, puffs of 10

%2 readily elevated [Ca®"];

mM ATP, a well-known and potent activator of calcium waves in tanycytes
in both LAN-treated and mutated brain slices, showing the viability of the cells (Figure 1K, 1L,
Supplementary Figure 1). Together, these data unequivocally show that tanycytes express active

LepR in vivo, which mediates leptin-induced changes in [Ca®']..

EGFR-mediated LepR signaling is required for the transcellular trafficking of leptin in tanycytes
To characterize the mechanism by which tanycytes transport blood-borne leptin into the CSF and the
rest of the hypothalamus, we next studied the transcytotic route followed by fluorescent leptin using
primary cultures of tanycytes. As early as 2 min after the internalization of fluorescent bioactive leptin,
the fluorescent signal was detected in EEA1-immunoreactive early endosomes (Figure 2A), where it
accumulated for the first 10 min before exiting this subcellular compartment, as suggested by the
subsequent decrease in intensity and extinction of fluorescence over time (Figure 2B, Figure 2C,
Supplementary Figure 2A). Similarly, the fluorescent point-mutated leptin, LAN, which binds to but is
unable to activate LepR, was also seen to be internalized (Supplementary Figure 2B) and to reach

early endosomes (Supplementary Figure 2B). However, the overall intensity of LAN fluorescence
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Figure 1. Tanycytes of the median eminence express functional leptin receptors
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(A) Western blot detection of different exogenously expressed LepR domains in HEK293 cells by the
XPA antibody.

(B) Schematic representation of leptin receptor domains and the XPA binding site.

(C) Top: schematic representation of the BRET assay to study the ligand-induced conformational
changel/interaction between LepR-Rluc and LepR-YFP. Bottom: BRET donor saturation curves in
HEK293T cells with a constant expression level of LepR-Rluc and increasing levels of LepR-YFP,
upon stimulation with vehicle, leptin (50nM) or XPA (100nM) for 30 min at 37 °C.

(D) STAT3 and ERK1/2 phosphorylation in HEK293 cells stably expressing LepR after stimulation with
50 nM leptin or 100 nM XPA for 5, 15, 30 or 60 minutes.

(E) STAT3 phosphorylation in tanycytes upon 50 nM leptin or 100 nM XPA stimulation for 30 minutes.

(F) Leptin colocalizes with LepR in primary tanycytes. Representative confocal images of tanycytes
treated for 5 min with 125 nM fluorescent leptin (red) together with 33 nM XPA antibodies against
LepR labeled with fluorescent secondary antibodies (green). The extent of colocalization is
represented by the mask on the right. Arrows point to examples of colocalized pixels. Scale bar: 10
pm.

(G) Representative photomicrograph revealing sites of XPA fixation in tanycytes of the median
eminence (vimentin-positive cells) 2 minutes after intravenous XPA injection (2 nmol/animal) in vivo.
White arrows show XPA (red) and vimentin (white) colocalization. 3V: third ventricle; ARH: arcuate
nucleus of the hypothalamus; ME: median eminence. Scale bar: 200um.

(H) Representative image of a living brain slice containing the median eminence from a GCamp3Trpm5

mouse under brightfield and fluorescence microscopy, showing the reversible increase in intracellular
calcium levels in tanycytic cell bodies lining the third ventricle (3V) upon the local application of a puff
of leptin (6uM) via a glass pipette. ME: median eminence. Scale bar: 100 pm

() Representative curves of GCamp3 fluorescence (calcium current) over time (Delta T) compared to
the baseline in tanycytes in living hypothalamic slices during a puff of leptin (yellow rectangle, 6uM),
alone (left curve) or after pre-treatment with leptin antagonist (LAN, 6uM, top black line; right curve), in
a GCamp3"™™ mouse.

(J) Same measurement as in (l) in a GCamp3™™; LepR™™ mouse lacking LepR in tanycytes after a
puff of leptin (6uM, yellow rectangle).

(K) Graph representing maximum difference in calcium concentration from baseline during the
treatment of living brain slices in GCamp3'™™ and GCamp3™™; LepR'™™ mice, described in (I) and
(J). Mann Whitney test; ***: p<0.001; between indicated groups. Values indicate means + SEM.

(L) Graph representing maximum c difference in calcium concentration from baseline during a puff of
ATP (10 mM) in living brain slices from GCamp3"™™™ and GCamp3™™; LepR™™ mice. See also
Supplementary Figure 1.
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inside the cell remained constant over time (Supplementary Figure 2B), and LAN was seen to remain
sequestered in EEA1-immunoreactive compartments (Figure 2D, Supplementary Figure 2C-D),
suggesting that, in contrast to bioactive leptin, captured LAN could not be released from tanycytes.
These results suggest that LepR signaling is not required for leptin uptake by early endosomes, but is
required for internalized leptin to complete its transcytotic route across tanycytes into the CSF.

Next, since this transcytosis could be mediated by the leptin signaling cascade, characterized by
the rapid activation of a series of tyrosine kinases (TK) and serine/threonine protein kinases (STK), we
performed kinome profiling to explore differential global kinase activity in tanycytes in the presence or
absence of 2 ug/ml leptin for 2, 5, 10 and 15 min. We used the PamGene array, which consists of 140
immobilized tyrosine- and serine/threonine-containing peptides that are the targets of most known
kinases (TK and STK PamChips). Peptides whose phosphorylation varied significantly between
control and leptin-treated primary tanycytes indicated the putative involvement of specific kinases
activated in response to leptin. This kinase analysis revealed the significant activation of the EGFR
pathway 2 min after leptin treatment (Figure 2E) and of MAP kinases including ERK2 15 min after
leptin treatment (Supplementary Figure 2E). We have previously reported that ERK activation is
required for the release of leptin internalized by tanycytes in vitro, and that the alteration of blood-
borne leptin shuttling into the hypothalamus in diet-induced obese mice can be rescued by activating
ERK using potent inducers such as EGF % Here, the novel and unexpected finding that EGFR itself is
activated directly by leptin in tanycytes suggests a possible molecular pathway underlying our
previous observations.

We then explored the interaction between EGFR and LepR signaling. Co-transfection experiments
in HEK293 cells showed, interestingly, that EGFR was immunoprecipitated with LepR, suggesting that
the two receptors physically interact with each other even in the absence of a ligand (Figure 2F). To
study the effect of ligand binding on this interaction, we next used Time-Resolved Fluorescence
Resonance Energy Transfer (TR-FRET) in living cells to investigate the proximity between leptin and
EGF and their cognate receptors within the LepR:EGFR complex (Supplementary Figure 2F). Taking
advantage of targeted fluorescently labeled SNAP-receptors (energy donor, Terbium (Tb)) and ligands
(labeled with the energy acceptor, d2), TR-FRET enables the demonstration of the proximity of a
ligand at a distance of 10 nm or less to a specific and unique receptor within a heteromeric receptor

complex **. Because leptin does not bind to EGFR, the incubation of fluorescent leptin-d2 even at high
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concentrations with fluorescently labeled SNAP-EGFR did not lead to any TR-FRET signal (Figure 2G,
Supplementary Figure 2F). However, the co-expression of unlabeled LepR in fluorescent SNAP-
EGFR-expressing cells in the presence of leptin-d2 gave rise to a significant and specific TR-FRET
signal, demonstrating the close proximity between SNAP-EGFR, LepR and leptin-d2 (Figure 2G,
Supplementary Figure 2F). This binding of leptin-d2 to the SNAP-EGFR:LepR complex was seen to
increase and to reach saturation in a concentration-dependent manner, with an affinity (Ko(SNAP-
EGFR:LepRb) = 0.42 [0.26-0.49] nM) similar to the affinity of leptin binding to isolated LepR * (Figure
2G). EGF binding to EGFR did not modify the affinity of leptin binding to the LepR:EGFR complex
(Figure 2G), but the significantly higher Bmax of the saturation curve indicates that it likely induced a
conformational change in LepR within the molecular complex (Figure 2G; Supplementary Figure 2G).
Similarly, cells expressing EGFR and fluorescent SNAP-LepR that were stimulated by EGF-d2
(Supplementary Figure 2H) were seen to emit a specific TR-FRET signal, reflecting the interaction
between SNAP-LepR:EGFR:EGF-d2 (Supplementary Figure 21). A weak TR-FRET signal detected
between SNAP-LEPR and EGF-d2 in the absence of heterologous EGFR may have arisen from a
weak interaction between SNAP-LepR and endogenous EGFR. As suggested by the model fitting of
the saturation curve, EGF-d2 interacted with EGFR within the LepR:EGFR complex with the same
affinity (Kp(SNAP-LepRb:EGFR) = 2.1 [1.6-2.5] nM) as to isolated EGFR alone (Kp(SNAP-EGFR) =
3.2 [2.4-3.7]) (Supplementary Figure 2J). In line with the binding of leptin-d2 or EGF-d2 to their
cognate receptors within the complex, the proximity of fluorescent leptin-Tb (energy donor) to EGF-d2
(energy acceptor) was only detected when both LepR and EGFR were co-expressed (Supplementary
Figure 2K, 2L), suggesting the formation of a quaternary complex including Leptin:LepR:EGFR:EGF in
these cells.

In isolated tanycytes, combined treatment with leptin and EGF enhanced EGFR and ERK
phosphorylation, supporting the intricate collaboration between these two receptors at the level of the
tanycytic ERK signaling pathway (Figure 2H). Conversely, the inhibition of MEK1/2, the upstream
activators of ERK, using U0126 led to the accumulation of fluorescent leptin in EAA1-immunoreactive
early endosomes, thus phenocopying the behavior of fluorescent LAN, which does not activate LepR,
after its internalization in tanycytes (Figure 2D, Supplementary Figure 2B, 2C, 2D). We next verified
whether this lack of LAN release from the early endosome compartment in tanycytes could be

bypassed by directly activating the EGFR-ERK signaling pathway. EGF treatment (10 ng/ml) strikingly
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(A) Endocytosed leptin colocalizing with early endosomes. Representative confocal images showing
primary tanycytes treated for 10 min with 125 nM fluorescent leptin (red) and antibodies to the early
endosome marker EEA1 (green). The extent of colocalization is represented by the mask on the right.
Arrows in inset point to examples of colocalized pixels. Scale bar: 10 pm.

(B) Percentage of leptin colocalizing with EEA1 over time following object-based detection of
fluorescent leptin and EEA1 vesicles. Values represent means + SEM. A Mann-Whitney test was
applied. ***: p<0.001

(C) Percentage of endocytosed leptin found in the EEA1-positive compartment over time. Values
represent means + SEM. A Mann-Whitney test was applied. ***: p<0.001

(D) Percentage (as % of 0 min time point) of endocytosed fluorescent leptin or fluorescent LAN found
in EEA1 compartments over time in cells treated or not with U0126 (leptin) or EGF (LAN). Values
represent means + SEM. A Mann-Whitney test was applied. ***: p<0.001

(E) Volcano plot showing differences in peptide phosphorylation between primary cultures of tanycytes
treated for 2 min with vehicle (PBS pH 8.0) or leptin (1 pg/ml in PBS pH 8.0) (n=4). Upstream kinases
were identified using the Human Protein Reference Database.

(F) Co-immunoprecipitation of EGFR along with LepR in HEK293T cells; no co-immunoprecipitation of
EGFR is observed when LepR is not expressed. |P, immunoprecipitation; Lys., cell lysate.

(G) Schematic representation of the TR-FRET technique (left). Right: specific saturation curves of
leptin-d2 binding to its cognate receptor LepR within the LepR:SNAP-EGFR complex at the cell
surface are obtained after 3h at 37°C; no TR-FRET signal is detected when SNAP-EGFR is expressed
in the absence of LepR. Saturation binding experiments are performed by adding an increasing dose
of leptin-d2, combined or not with 1nM EGF, to HEK293 cells expressing SNAP-EGFR alone or in
combination with LepR and pre-labeled with the fluorescent SNAP-Tb substrate. The TR-FRET signal
is strongly displaced by an excess of unlabeled leptin (200nM). Data are presented as means + SD of
3 replicates of 1 representative experiment out of 3 independent experiments. The mean dissociation
constant was determined from the average of the Kd values extracted from a fitting analysis of the
saturation curve of 3 independent experiments with non-linear regression “one-site specific binding
equation.

(H) Phosphorylation of EGFR and ERK upon addition of leptin 50nM, EGF 10nM or both for 30min at
37°C in primary tanycytes.
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restored the trafficking of fluorescent LAN downstream of early endosomes (Figure 2D) and its
probable release by tanycytes (Supplementary Figure 2C). Overall, these data indicate that proper
transcellular leptin transport in tanycytes requires LepR-EGFR-ERK signaling and that EGFR

activation occurs downstream to LepR activation.

Mice lacking LepR in adult tanycytes show increased weight gain linked to restricted access of
blood-borne leptin to the hypothalamus
To examine the functional role of LepR expression in adult tanycytes, we used the injection of the Tat-

Cre recombinant protein into the third ventricle (3V) of LepR™"">® mice. The use of tdTomato ™" ™"

P reporter mice revealed that 2 ul Tat-Cre infusion into the 3V (1.27 png/pl over 15 min) caused
genetic recombination in about 60% of the tanycytes of the median eminence (Supplementary Figure
3B and 3C), but not in tanycytes of the area postrema, another circumventricular organ in the
brainstem involved in the regulation of energy homeostasis * (Supplementary Figure 3D). In contrast,
Tat-Cre infusion into the fourth ventricle (4V) was seen to target both median eminence and area
postrema tanycytes (Supplementary Figure 3D). Notably, Tat-Cre infusion into the lateral ventricle was
ineffective in inducing Tomato expression in median eminence tanycytes (Supplementary Figure 3A
and 3C).

Isolation of median eminence tanycytes using FACS after the infusion of Tat-Cre into the 3V of

loxP-STOP-loxP. oxP/loxP
: LepR’

tdTomato mice (Figure 3A) showed that the expression of transcripts encoding

both the short forms of LepR as well as LepRb was significantly diminished in Tomato-positive cells,
when compared to tdTomato™™"; LepR” "mice (Figure 3B and 3C). Interestingly, the transcript of Socs3,
a known leptin-responsive transcriptional target % was also found to be downregulated in Tomato-
positive cells from tdTomato™"; LepR™"™*° mice (Figure 3D). Importantly, such downregulation of LepR
and Socs3 mRNA levels was not found in Tomato-negative cells (Figure 3B-3D).

Mice lacking LepR in tanycytes of the median eminence were seen to eat more (Figure 3E and
Supplementary Figure 3E) and to gain significantly more weight (Figure 3F) than control littermates
with normal tanycytic LepR expression. Surprisingly, this weight gain was independent of hyperphagia,

TanKO

since LepR FAe

mice pair-fed with controls gained the same weight as LepR mice fed ad libitum.
To characterize the reason for this change in body weight, we monitored these mice using an indirect

calorimetry system. Weight gain in LepR™™° mice was associated with an increased respiratory
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exchange ratio (RER) during the light phase (Supplementary Figure 3F), a phenomenon that was
conserved under the pair-fed condition (Figure 3G), in which LepRTanKO mice kept gaining more weight
than LepR*"*® littermates (Figure 3F), even though energy expenditure (Supplementary Figure 3G
and 3M) and locomotor activity (Supplementary Figure 3H and 3N) remained unchanged. These
phenomena were reproduced when tanycytes were transduced with a viral vector expressing Cre
under the control of the tanycyte-specific Dio2 promoter ¥ as an alternative to Tat-Cre infusion into
the 3V (Supplementary Figure 31-3L).

Increased food intake (Figure 3E) despite elevated adiposity and circulating levels of leptin in
LepR™™° mice (Figure 3! and 3J) raises the possibility that these animals may be developing
hypothalamic resistance to circulating leptin, which could be linked to defective leptin transport across
the blood-brain barrier into the CSF by tanycytes, as seen in various animal models at early stages of
diet-induced obesity **'. First, to confirm that this phenomenon occurs under physiological conditions,
we assessed endogenous STAT3 activation in the ARH at lights on, after overnight feeding, when

t38

circulating leptin levels are at their highest *°, and which has previously been shown to be linked to

endogenous LepR activation %%, While the number of P-STAT3-immunoreactive cells lying outside
the blood-brain barrier in the ventromedial ARH (vmARH) was seen to be unaffected in LepR™™°
mice (Figure 3K and 3L), the number of P-STAT-3 immunoreactive cells in the dorsomedial ARH

ROPIXP control

(dmARH) was diminished by about 30% in these mutant mice when compared to Lep
littermates (Figure 3K and 3M). Next, to determine how this decreased sensitivity to peripheral leptin
could impact the neuronal populations of the ARH involved in the control of body homeostasis, we
analyzed the expression of several key transcripts by g-PCR. Figure 3N shows that, in LepRTa"Ko
mice, transcripts coding for the melanocortin receptor antagonist Agrp were significantly induced,
whereas Socs3 mRNA levels were downregulated. However, examination of the fenestral diaphragms
of median eminence endothelial cells using antibodies to MECA-32 showed that the number of
fenestrated capillary loops in the median eminence and the vmARH were comparable in mutant and
control mice, indicating that this decrease in leptin signaling in LepR™"° mice was not accompanied
by any changes in the permeability of ME capillary loops reaching the ARH (Figure 3K, 30 and 3P).

TanKO

Finally, we subjected LepR mice as well as their control littermates to intraperitoneal (i.p.) or
intracerebroventricular (i.c.v.) injection of exogenous leptin and measured food intake 24h and 12h

later, respectively (Figure 3Q). While exogenous leptin injected i.c.v. directly into the CSF was equally



@)

mRNA expression

LepRio
dt Tomato™ dt Tomato™

Tomato positive cells
= LepRoOPE (n=6)

« LepR™™Cad libitum (n=5)
& LepR™™° pair-fed (n=6)

E

-115 -

T
z LepR short forms
2
2!
54 . R o 0006 . e 0006
y q 2 2
; ) 2 é %o
?; o @ T~ 0.004 —_
i s § ;C}«* e _m
FL1 (autorlucresconce) s 5 & -
g < * - = 0002 .
z L 4
> = M =3 o
S~ 3 g 0.000 £ 0000
% ! o iom? LepR LepR™™ LepRe LepR™™
fme T § 4 dt Tomato™ dt Tomato™ dr Tomato™  dt Tomato™
o ascnl AR i i
@ Tomato positive cells Tomato negative cells
FL1 (autofucrescence) | q' =3 <
== Socs3
\ D ‘
‘ & 3 ° 81 o
5 . & 4
7 @ 3
S v
o ~2 D~
£z £
£ £9 T
b} . R
< <
Z ¥ &5
o =
g€ o : E
LenR™ TepRe LepR' 3 LepR? " LepR
dt Tomato™  dt Tomato™ dt Tomato™ dt Tomato™ dt Tomato™ dt Tomato™
Tomato negative cells Tomato positive cells Tomato negative cells
fOIPIOP [ 1y LepR" VP (ne6) epRT pair fod (n=5
+ LepRo™? (n=6) o Lepi - LepR™* pair-fed (n=5)
; s Tinko, o o5
= LepR™¥ qd libitum {n=5) =l "T’:R ad libitum (n=5)
_ LepR™™ pair-fed (n=6) o
= 15 s
0 . 1
()
8o 1 4
v s
> @
=R
%
—:_.'; = 0.54
=
£
=
O =z
% o
© 205

1 2

~ 30
&9 bl
(3
4
s
£ 2
]

]

@
210
B

=
3 0

3 4
Time (days)
» LepR™¥% (n=6)

& LepR™ ad libitum (n=5)
B

o
3

FA Oxydation (Kcal/h)

5

6

I

- LepR™ pair-fed (n=5)

-

Number of pSTAT3
positive cells

LepR¥PAaP [ apRTinko

o Lepi

Relative mRNA expression

4
0 8§ =

ST 20 o “a

@ Ew

=E=15

s a2

; & E 10

SBwE S

= >

EE o0

z ‘3 “.I,R)um«r LEPR\"WDII'V

o

5P A

Number of pSTAT3

a LepRTmo

Number of MECA32
positive capillary loops

positive celis

in the dmARH

leptin serum levels Visceral fat mass
F

)

(% body weigth)
St o

(ng/mL)

LepR  LepRmro

O

LepR¥=1a? [ epRTanko0

=

Y

;‘ﬁ
5 o)

=5

w3 o 8~

E P

- 2

@

S1

=

S0 Leptin (i.p)

Food intake monitoring

Fasting 3h Fasting 3h

TJ\T'(;IQ | we Leptin or Vehicule Dark phase
or Vehicule post-infusion  injection Refeeding
Infusion (i.poricy)

Food intake
(g/12h)

0
Leptin (i.cv) - + = +

Lepi oxP Ao LepR“‘”” LepR:-;.u'-l.,aP Lepth-!:l'

Figure 3. Selective LepR deletion in tanycytes causes hypothalamic resistance to circulating

leptin.



-116-

(A) Schematic diagram and gating strategy for sorting Tomato positive cells following vehicle thog
panel) and TAT-Cre infusion (bottom panel) into the third ventricle (3V) of LepR"’*;thomato'°"P'STO wlox
or LepR®"*®-tdTomato' ™" ST jittermates.

(B-D) mRNA expression levels of short forms (B) and the long form, LepRb (C), of the leptin receptor,
and of Socs3 (D) in tdTomato-positive cells (left panels) and tdTomato-negative cells (right panels). A
Student t-test or Mann-Whitney U test was applied, depending on Shapiro-Wilk normality test results.*:
p<0.05; LepR""* tdTomato'" vs. LepR™"“° tdTomato'®". Values indicate means + SEM.

(E) Cumulative food intake in LepR™™ pair-fed mice 12 weeks after TAT-Cre infusion compared to
their control littermates. 2-way ANOVA with Tukey's correction; **: p<0.01, LepR®*"*® and LepR™™°
pair-fed vs. LepR™" fed ad libitum; ***: p<0.001, LepR®*"* and LepR™™° pair-fed vs LepR *"° ad
libitum. Values indicate means + SEM.

(F) Cumulative body weight change. 2-way ANOVA with Tukey's correction; *: p<0.05, LepR**"* ys.
LepR™™® fed ad libitum; **: p<0.01, LepR”*"® vs. LepR"™"™ fed ad libitum; ***: p<0.001, LepR**"*®
vs. LepR™™° fed ad libitum; °: p< p<0.05, LepR>®™® vs. LepR™™° pair-fed; °*: p< p<0.01,
LepR™®"® ys. | gpR™"™ pair-fed. Values indicate means + SEM.

(G) Energ¥ ratio (RER) over time. 2-way ANOVA with uncorrelated Fisher's LSD test; °: p< p<0.05,
LepRP®"**® ys. [ epR™™° pair-fed. Values indicate means + SEM.

(H) Fatty-acid (FA) oxidation over time. 2-way ANOVA with uncorrelated Fisher's LSD test; °: p<
p<0.05, LepR**"* ys. LepR™ ™ pair-fed. Values indicate means + SEM.

(1,J) Visceral fat mass () and serum leptin levels (J) 12 weeks after TAT-Cre infusion. Mann-Whitney
U test; *: p<0.05, LepR*™" " vs. LepR™™°. Values indicate means + SEM.

(K-M) Representative photomicrograph (K) and quantification of basal pSTAT3 immunofluorescence
(L, M) in the ventromedial (vm) and dorsomedial (dm) arcuate nucleus (ARH) and the median
eminence (ME). Scale bar: 200um. Unpaired Student t-test was applied. *: p<0.05 LepR®"** vs
LepR™™ Values indicate means + SEM.

(N) Relative mRNA expression levels of several genes known to be involved in the hypothalamic
regulation of ener%y homeostasis and leptin activity in the microdissected medio-basal hypothalamus
(MBH) of LepR“*™*® and LepR™™° mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion. Student t-test or Mann-
Whitney U test was applied, depending Shapiro-Wilk normality test results. *: p<0.05, LeprXP"“P VS.
LepR™™° Values indicate means + SEM.

(0, P) MECA32 quantification in the arcuate nucleus (ARH) and the median eminence (ME). Values
indicate means + SEM.

(Q) Schematic diagram showing the design of the leptin tolerance test using either intraperitoneal (i.p)
or intracerebroventricular (i.c.v) routes for leptin administration. Bottom left graph represents food
intake in LepR™""* (black and grey bars) and LepR™™ mice (red and pink bars) 24h after i.p. leptin
(3mg/kg, grey and pink bars) or vehicle (PBS pH 8.0, black and red bars) administration. Bottom right
graph represents food intake in LepR’°"P P and LepRTa"KO mice 12h after i.c.v. leptin (2ug in 2uL) or
vehicle (2uL PBS pH 8.0) injection. Mann-Whitney U test; *: p<0.05; **: p<0.01; leptin vs. vehicle and
between indicated groups. Values indicate means + SEM.
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RTanKO RloxP/onP

efficient in reducing feeding in both groups of mice, Lep mice, in contrast to Lep mice,

were unable to respond to exogenous leptin injected i.p. by decreasing food intake (Figure 3Q),

T27KO mice was due to an alteration

confirming that this decreased response to peripheral leptin in LepR
in the LepR-dependent tanycytic transport of blood-borne leptin into the CSF.

Given the increase in RER in LepR™"*° mice (Figure 3G), indicative of increased consumption of
carbohydrates over lipids to meet energy requirements “ we next examined how lipid metabolism
was altered in mice in which leptin transport into the hypothalamus was defective. The changes in
RER and food-intake-independent body weight gain in LepR™™° mice appeared to be due to
decreased fatty acid oxidation (Figure 3H), which was associated with an increase in both visceral fat
mass (Figure 3l) and leptinemia (Figure 3J) and elevated circulating levels of cholesterol and
triglycerides (Figure 4A), but not of non-esterified free fatty acids (NEFAS) (Figure 4B). These data,

RTanKO mice

together with an increase in the size of white adipocytes (Figure 4C), suggest that Lep
show hyperlipidemia and lipid accumulation in white adipocytes.

In agreement with the increased uptake of free fatty acids into white adipose tissue in response to
central leptin deficiency e LepRTanKo mice showed a marked increase in protein levels of lipoprotein
lipase (LPL), an enzyme that promotes the uptake of circulating triglycerides, and acetyl-CoA
carboxylase (Acc) and fatty acid synthase (FAS), enzymes crucial for de novo lipogenesis, in
ependymal fat (Figure 4D and 4E). Of note, the ratio of phospho-Acc to total Acc was decreased in
LepR™™° mice (Figure 4D and 4E), which suggests, in agreement with previously published data '?,
that hypothalamic leptin regulates ACC in white adipose tissue. We next examined the expression of
the key lipolytic enzyme hormone-sensitive lipase (Hsl), the activity of which is also known to be
regulated by central leptin signaling *°, and found that the levels of phosphorylation-activated Hsl were
lower in LepR™™° mice than in control littermates (Figure 4D and 4E). Overall, these results indicate
that the lack of LepR in tanycytes favors the accumulation of lipids by promoting lipogenesis and lipid
uptake while inhibiting lipolysis in white adipose tissue. Importantly, these effects were independent of

feeding since they occurred in both LepR™™° mice fed ad libitum and those pair-fed with the control

group.

Increased accumulation of lipids was also noted in the liver of LepR™™®

mice using oil red staining
(Figure 4F). Accordingly, liver triglyceride content was seen to be increased in these mice even in the

pair-fed condition (Figure 4G), whereas circulating triglyceride levels were comparable to those in
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LepR**™"*® controls (Figure 4A). Given the absence of any marked change in the expression of
enzymes involved in lipid metabolism (Figure 4H and 4l), the increase in lipid accumulation in the liver
of LepRTE"'KO mice is likely not due to local de novo synthesis but indirectly to the increased weight and

hyperlipidemia of these mice.

Mice lacking LepR in tanycytes sequentially develop insulin resistance and defective insulin-
secretory capacity
Leptin has long been known to influence glucose homeostasis independent of its effect on body

4142 These effects appear to be mediated by leptin action on LepR-expressing

weight regulation
neurons in the ARH, since the local reintroduction of LepR expression in otherwise LepR-knockout
animals normalizes insulinemia in these animals ''. In light of the altered gene expression in ARH
neurons observed in our mice, we therefore next investigated the effect of LepR deletion in tanycytes
in glucose metabolism. Four weeks after LepR deletion, mice did not appear to have any problem in
managing exogenous injections of glucose (Figure 5A). However, monitoring glucose-stimulated
insulin release in LepR™™° mice at 4 weeks intriguingly showed that, despite normal glucose
tolerance at this early time point (Figure 5A), the mice were secreting more insulin than control
LepR™* Jittermates to manage the bolus of exogenous glucose, indicating the development of
insulin resistance (Figure 5B). Interestingly, we also observed hyperinsulinemia in 4-week LepR™"™°
mice after a 12h fast (Figure 5C). This fasting hyperinsulinemia may be linked to the inability of ARH
neurons to appropriately perceive circulating leptin levels, as suggested by decreased STAT3
activation after overnight feeding (Figure 3K) and the downregulation of Socs3 in the ARH of

L e p RTanKO

mutants (Figure 3N).

By 12 weeks after LepR deletion, however, LepRTa“Ko mice developed impaired tolerance to
exogenous glucose (Figure 5D). This deficient glucose homeostasis was correlated with a significantly
lower increase in glucose-stimulated insulin levels in LepR™™° mice, suggesting some degree of
pancreatic dysfunction in these mice (Figure 5E). Insulin sensitivity was similar in the two genotypes
(Figure 5F). To investigate possible alterations in pancreatic function in mice lacking LepR in
tanycytes, we investigated glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) in isolated pancreatic islets

from LepR™"™° and LepR™""** |ittermates. Although LepR deletion in tanycytes did not affect the total

insulin content of islets (Figure 5H), insulin secretion from isolated islets was severely hampered
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Figure 4: Selective LepR deletion in tanycytes causes hyperleptidemia and steatosis

(A) Graphs representing serum cholesterol and_triglyceride concentrations in LepR*™"** and
LepR™™° mice fed ad fibitum on chow and LepR™™° mice pair-fed with LepR*“"*" mice, 12 weeks
after TAT-Cre infusion. One-way ANOVA with Tukey multiple comparison test or Krustal-Wallis test
with Dunn multiple comparison test were applied depending Shapiro-Wilk normality test results.. *:
p<0.05; ***: p<0.001, LepR"™"™® ad libitum or LepR™™° pair fed vs. LepR**" mice. Values indicate
means + SEM.
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(B) Graph representing serum non-esterified fatt¥ acid (NEFAS) concentrations in LepR*™® and
LepR™™® mice fed ad libitum on chow and LepR'*™° mice pair-fed with LepR*"*® mice, 12 weeks
after TAT-Cre infusion. One-way ANOVA with Tukey multiple comparison test *: p<0.05; ***: p<0.001,

LepR™™® ad libitum or LepR™"® pair fed vs. LepR™*"*** mice. Values indicate means + SEM.

(C) Representative ima‘%es of histological hematoxylin-eosin staining of the adipose tissue in
LepR™™® and LepR™™° mice fed ad libitum on chow and LepR™™ mice pair-fed with LepR>*">®
mice. Graph shows quantification of ad(i;nocyte size. One-wa1y ANOVA with Tukey multiple comparison

test. **: p<0.01, ***: p<0.001, LepR™™° ad libitum or LepR™™® pair fed vs. LepR™*"* mice. Values
indicate means + SEM.

(D) Representative western blots of the different proteins mentioned in (E).

(E) Graph representing protein expression levels of several Froteins implicated in fatty acid synthesis
or fatty acid lipolysis in white adipose tissue from LepR™™*® and LepR™™ mice, 12 weeks after
TAT-Cre infusion. Lipoprotein lipase (LPL) is implicated in the lipids uptake from the circulation to the
adipose tissue. One-way ANOVA with Tukey multiple comparison test or Krustal-Wallis test with Dunn
multiple comparison test. *: p<0.05; ***: p<0.001, LepR™™° ad libitum or LepR™™ pair fed vs.
LepR™™** mice. Values indicate means + SEM.

R mice fed ad

(F) Representative Oil-Red-stained images from the liver of LepR®™™® and Lep
libitum and LepR"™"™° mice pair-fed with LepR*“"**® mice.

RonP/onP RTanKO

(G) Quantification of triglycerides in the liver of Lep and Lep mice fed ad libitum and
LepR™™® mice paired-fed with LepR™™® mice. One-way ANOVA with Tukey multiple comparison
test. **: p<0.01, LepR™™® ad libitum or LepR™™® pair fed vs. LepR*™**® mice. Values indicate
means + SEM.

(H) Representative western blots of the different proteins mentioned in (1).

() Graph representing protein expression levels of several proteins implicated in fatty acid synthesis
and lipid uptake from the circulation into the liver in LepR™™*® and LepR™™® mice fed ad libitum and
LepR "™ mice paired-fed with LepR™*"** mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion. One-way ANOVA
with Tukey multiple comparison test. *: p<0.05; LepR™™“ pair fed vs. LepR™™° ad libitum mice.
Values indicate means + SEM.
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under high glucose conditions in 12-week Lep mice when compared to Lep controls
(Figure 5G). Gene expression analysis in islets from 12-week LepRTanKo mice compared to controls
revealed the increased expression of genes involved in glucose sensing (Glut2, Gck) and insulin
maturation (Pcsk1) but decreased expression of key B—cell identity genes such as Pdx7 (p=0.065) and
MafA (Figure 5I). LepRTanKO islets also exhibited an increase in the expression of markers of the
endoplasmic reticulum (ER) unfolded protein response (UPR®) pathway, including Atf4 (p=0.016),
Xpb1t and Chop (Figure 5J), thought to be associated with impaired B—cell function and T2D

development **

. The number of o (glucagon-positive) and B (insulin-positive) cells per islet was similar
in the pancreas of the two genotypes (Figure 5K, 5L, 5M). Altogether, these data suggest that the loss
of LepR function in tanycytes impairs glucose homeostasis and insulin secretion through the
transcriptional control of key pancreatic B—cell and UPR® markers, preceded by the development of

mild insulin resistance, and that the whole sequence of events unfolds within 3 months of altering the

tanycytic shuttling of leptin into the hypothalamus.

Impaired access of leptin to the hypothalamus could mediate central effects on glucose and
lipid metabolism through altered melanocortin signaling and sympathetic tone
Finally, the central effects of leptin on glucose homeostasis appear to involve the melanocortin

RTanKO

system 4 which we have shown above to be altered in Lep mice, and which impinges onto the

sympathetic nervous system “°“°

. In addition, the sympathetic nervous system is also known to
mediate the central effects of leptin on white adipose tissue lipid metabolism 3. We therefore next
assessed circulating noradrenaline levels in LepRTanKo mice, with their defective tanycytic shuttling of
leptin into the hypothalamus (Figure 3K, 3M and 3Q), and found that the levels of noradrenaline were
reduced, suggesting an overt decrease in sympathetic tone when compared to control LepR'°"P"°"P
littermates (Figure 5N). Interestingly, the pancreatic islets of LepRTanKO animals express more a2A
adrenergic receptors compared to their littermates without affecting the expression of 2 adrenergic
receptors (Figure 50). a2A adrenergic receptors are known for their inhibitory action on insulin
secretion by the pancreas Ll Together, these results suggest a possible mechanistic pathway
whereby decreased leptin access to hypothalamic neurons controlling bodily homeostasis alters

melanocortin signaling in these neurons and overall sympathetic tone, which mediate its effects on

peripheral glucose and lipid metabolism.
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Figure 5. Loss of LepR expression in median eminence tanycytes causes severe pancreatic f
cell dysfunction possibly due to defective noradrenaline activity

RloxP/onP RTanKO

(A) Curve representing glycemia during a glucose tolerance test in Lep and Lep mice, 4
weeks after TAT-Cre infusion. Graph represents the area under the curve; 2-way ANOVA with Tukey's
correction. Values indicate means + SEM.

(B) Serum insulin concentrations during the first 30 mins of a glucose tolerance test in LepR**"*® and
LepRTanKO mice, 4 weeks after TAT-Cre infusion; 2-way ANOVA with Tukey's correction; *: p<0.05,
LepR™*®"® ys. 1 epR™™°. Graph represents the area under the curve; Student's t-test; **: p<0.01,
LepR™® ys. LepR™™°. Values indicate means + SEM.

(C) Graph representing serum insulin concentrations at TO of the glucose tolerance test; Student's t-
test; *: p<0.05, LepR™""** vs LepR™™, Values indicate means + SEM.

(D) Curve representing glycemia during a glucose tolerance test in Lep and Lep mice,
12 weeks after TAT-Cre infusion; 2-way ANOVA with Tukey's correction; **: p<0.01, LepR*"® vs,
LepR™™°. Graph represents the area under the curve; Student's t-test; ***: p<0.001, LepR**"*® ys,
LepR™™®. Values indicate means + SEM.

RloxP/onP RTanKO

(E) Serum insulin concentrations during the first 30 mins of a glucose tolerance test in LepR**"** and

LepR™™“ mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion; 2-way ANOVA with Tukey's correction; **: p<0.01,
LepR™®"® ys [ epR™™ . Graph represents the area under the curve; Student's t-test; **: p<0.01,
LepRP®"® ys. LepR™™°, Values indicate means + SEM.

(F) Percentage change in basal glycemia during an insulin tolerance test in LepR™*'"** and LepR™"™°
mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion. Values indicate means + SEM.

(G) Graph representing insulin secretion from total isolated pancreatic islets from LepR”P"“P and
LepRTanKO mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion, following treatment with low or high glucose
concentrations. Student's t-test; **: p<0.01, LepR™™*® vs. LepR™™ . Values indicate means + SEM.

RonPIonP

(H) Graph representing insulin concentrations in isolated pancreatic islets from Lep and

LepR™™° mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion. Values indicate means + SEM.

(I) Relative mRNA expression levels of markers of B cell function and identity in isolated pancreatic
islets from LepR™™® and LepR™™° mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion. A Student t-test or
Mann-Whitney U test was applied, depending on Shapiro-Wilk normality test results. *: p<0.05,
LepR™® ys. LepR™™° Values indicate means + SEM.

(J) Relative mRNA exgression levels of ER stress markers in isolated pancreatic islets from
LepR®" " and LepR™™° mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion. A Student t-test or Mann-Whitney U
test was applied, depending on Shapiro-Wilk normality test results. *: p<0.05, LepR’°XP"°"P VS.
LepR"™™° Values indicate means + SEM.

(K) Confocal images representing nuclei (blue), glucagon (green) and insulin (red) in isolated
pancreatic islets from LepR™™" " and LepR™"™° mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion.

(L) Graphs representing the ratio between insulin-positive (left) or glucagon-positive area (right) to the
total islet surface area in LepR™™"* and LepR™™° mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion. Values
indicate means + SEM.

loxPjloxP TanKO
R R

(M) Graph representing the average surface area of pancreatic islets from Lep
mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion. Values indicate means + SEM.

and Lep

N) Graph representing serum noradrenaline concentrations in LepR®”*** and LepR™™ mice, 12
(N) Graph representing P p
(o)

weeks after TAT-Cre infusion. Student's t-test. *: p<0.05, LepR™™® vs. LepR™™. Values indicate
means + SEM. Student's t-test; *: p<0.05

(O) Relative mRNA expression levels of adrenergic receptors in isolated pancreatic islets from
LepR™™® and LepR™™° mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion. Student's t-test; **: p<0.01,
LepR™® ys. LepR™™°. Values indicate means + SEM.
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SUPPLEMENTARY FIGURES
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Supplementary Figure 1. Calcium waves in tanycytes in response to local puffs of leptin and
ATP in living brain slices from GCamp3™"™ and GCamp3"™;LepR™™ mice.

(A) Representative changes in intracellular calcium concentrations in tanycytes in living brain slices
from GCamp3Trpms mice upon puffs of leptin (6uM) after bath-application of LAN (6uM, upper panels)
and of ATP (10mM, lower panels).

(B) Representative changres in intracellular calcium concentrations in tanycytes in living brain slices
from GCamp3™™°:LepR3™™ mice upon puffs of leptin (6uM, upper panels) and ATP (10mM, lower
panels).
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Supplementary Figure 2. MEK1/2 inhibition blocks leptin release from the EEA1 compartment
of tanycytes.

(A\) Kinetics of leptin release by tanycytes. Representative confocal images of tanycytes subjected to a
leptin pulse (125 nM) for 15 min (before the 0 min time point) and chased for 15 or 60 min in the
absence or presence of the MEK1/2 inhibitor (U0126, 10 uM). Scale bar: 10 pm

(B) Kinetics of LAN release by tanycytes. Representative confocal images for tanycytes subjected to a
fluorescent LAN pulse (125 nM) for 15 min (before the 0 min time point) and chased for 15 or 60 min.
Scale bar: 10 um
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(C) Graph representing amounts of fluorescent leptin or LAN in cells treated or not with U0126 during
the chase experiment (as a % of values at the 0 min time point). Mann-Whitney test. **, p<0.01; ***,
p<0.001. Values indicate means + SEM.

(D) MAPK signaling is required for leptin to exit early endosomes. Representative confocal images for
tanycytes subjected to a fluorescent leptin or LAN pulse for 15 min and chased for 30 min in the
absence or presence of U0126 (leptin) or EGF (LAN). Cells were labeled for EEA1 (green).
Colocalized pixels are shown on the right panel and arrows in inset point to examples of
colocalization. Scale bar: 10 ym.

(E) Volcano plot showing differences in peptide phosphorylation between primary cultures of tanycytes
treated with leptin (1 pg/ml in PBS pH 8.0) or vehicle (PBS pH 8.0) for 15 min (n=4 per group).
Upstream kinases were identified using the Human Protein Reference Database.

(F) The TR-FRET signal generated upon the close proximity of leptin-d2 (1nM) to fluorescent SNAP-
EGFR is observed with the LepR:SNAP-EGFR complex but not with fluorescent SNAP-EGFR
expressed alone. Values indicate means + SEM. Two-way ANOVA with Tukey multiple comparison
test was applied. **: p<0.01, ****: p<0.0001.

(G) Increased Bmax values under conditions of co-stimulation with leptin-d2 +EGF. Values indicate
means + SEM. Student's t-test. *: p<0.05.

(H) Schematic diagram of the TR-FRET-based assay for EGF-d2 binding to the SNAP-LepR:EGFR
complex.

() The TR-FRET signal due to the close proximity of EGF-d2 (1nM) to fluorescent SNAP-LepR,
associated with endogenously expressed EGFR, is increased with the ectopic expression of EGFR,
favoring the formation of the SNAP-LepR:EGFR complex. Values indicate means + SEM. Two-way
ANOVA with Tukey multiple comparison test was applied. ****: p<0.0001. (J) Saturation of binding of
EGF-d2 to SNAP-LepRb- or (LepRb + EGFR)-expressing cells yielded a Kp =3.90 [2.09-5.71] nM and
Kp =2.08 [1.63-2.53] nM, respectively. These mean Ky values are comparable to EGF-d2 binding to
SNAP-EGFR (Kp =3.21 [2.40-3.69] nM). Data are presented as means + SD of 3 replicates of 1
representative experiment out of 3 independent experiments. The mean dissociation constant was
determined from the average of the K, values extracted from a fitting analysis of the saturation curve
of 3 independent experiments with non-linear regression “one-site specific binding equation”
(graphpad).

(K-L) The TR-FRET signal is detected only when LepR and EGFR are co-expressed in cells allowing
the proximity of fluorescent leptin-Tb (1nM) with fluorescent EGF-d2 (1nM), with both ligands binding
specifically to their cognate receptors within the LepR:EGFR complex. By competing with EGF-d2, an
excess of unlabeled EGF (200nM) drastically abrogated the TR-FRET signal. Values indicate means +
SEM. Two-way ANOVA with Tukey multiple comparison test was applied. *: p<0,05, ***: p<0.001, ****:
p<0.0001.
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Supplementary Figure 3: Tat-Cre injected into the third ventricle is the optimal method to
induce gene recombination in median eminence tanycytes.

(A-B) Representative photomicrographs of endogenous tdTomato (red) and Vimentin (white) in the
median eminence and walls of third ventricle after TAT-Cre infusion into the lateral ventricle (A) or
third ventricle (B). Insets magnified at right to show the cell shape and precise colocalization between
vimentin and tdTomato labeling. Scale bar: 200um.

(C) Graph representing ratio of tdTomato-positive tanycytes to Hoechst-stained nuclei at different
levels of the third ventricle after TAT-Cre infusion in the lateral ventricle (LV) and the third ventricle
(3V). Student's t-test; ***: p<0.001, 3V injection vs. LV injection. Values indicate means + SEM.

(D) Graph representing the number of tdTomato-positive FACS-sorted cells from the median
eminence (black) and area postrema (purple) after TAT-Cre injection into the 3¢ (black bars) or 4"
ventricle (magenta bars). Student's t-test; *: p<0.05, **: p<0.01, 3V injection vs. 4V injection. Values
indicate means + SEM.

(E-L) Four weeks after effective recombination, TAT-Cre (E-H) and AAV-Dio2-iCre-2A-GFP virus
infusion (I-L) induce the same phenotype in LepR™™™** mice for basal metabolism. Two-day basal
food intake (E,l), respiratory energy ratio (RER, F,J), oxygen consumption (G,K) and locomotor
activity (H,L) monitored in Lep O mice 4 weeks after Cre infusion/expression and in control
littermates. 2-way ANOVA with uncorrelated Fisher's LSD test; *: p<0.05, LepR™™*® vs. LepR™™C.
Values indicate means + SEM.

(M-N) Bar graphs representing energy expenditure and locomotor activity during the pair-fed
experiment in LepR™™*® and LepR™™ mice, 12 weeks after TAT-Cre infusion. Values indicate
means + SEM.
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DISCUSSION

Leptin, a hormone secreted by adipocytes in the periphery, plays a fundamental role in the regulation
of energy homeostasis by controlling food intake and energy expenditure *® To achieve its central
effects, leptin needs to cross the blood-brain barrier and gain access to specific leptin-sensitive

2 Our results

neurons in the hypothalamus and elsewhere, a process mediated by tanycytes
convincingly show that, in contrast to recent studies that question the expression of the leptin receptor
LepR in tanycytes %, LepR is not only expressed but is functionally active in hypothalamic median
eminence tanycytes. Possible explanations for the assumption that LepR is not expressed in tanycytes
could be the fact that, like astrocytes, these specialized hypothalamic glia do not express the cre-

% or that most of the

dependent reporter genes commonly used in LepR::Cre animal models
alternative detection techniques used so far are not sensitive enough ?°. In addition, in the inducible
Cre-driver mouse lines used by others *°, the accessibility of the LepR gene in tanycytes may be

9

impaired by the use of tamoxifen, which is known to alter chromatin architecture 4, interfere with

*® These technical problems were

estrogen receptor activity and impact metabolism on its own
overcome in the current study with an array of methods to detect not only the presence of LepR
protein in ME tanycytes but also its function. In addition, we demonstrate that LepR signaling in
tanycytes plays a critical role in the transcytotic mechanism by which they shuttle blood-borne leptin
into the hypothalamus, and show that the leptin-mediated activation of LepR causes the early
activation of EGFR, which we had previously and serendipitously shown to be able to rescue diet-
induced obese animals from central resistance to peripheral leptin ?°. This leptin-LepR-dependent
activation of EGFR in tanycytes is required for the release of internalized leptin from the early
endosome cell compartment by triggering the downstream ERK signaling pathway. While LepR and
EGFR appear to form a complex capable of binding both leptin and EGF, it remains to be determined
whether the activation of EGFR by EGF further modulates the effects of leptin binding on downstream
processes including ERK activation or leptin release.

Brain-borne leptin also exerts specific and complementary peripheral effects on adipose tissue
through the regulation of nutrient partitioning by decreasing the expression of key de novo lipogenic

enzymes and stimulating the levels of pHSL, essential for the activation of lipolysis "%, Interestingly, in

addition to mild consequences on body weight, we show that deleting tanycytic LepR expression in the
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median eminence of adult mice increases food intake, modifies nutrient partitioning to favor the
disproportionate use of carbohydrates, thus favoring lipid accumulation, and dramatically alters the
ability of the brain to control glucose homeostasis in association with a marked impairment in
pancreatic B cell function and altered sympathetic tone.

The capacity of leptin to regulate these diverse metabolic parameters resides in LepR-expressing
neurons in the ARH, namely proopiomelanocortin (Pomc) and agouti-related peptide (Agrp)
expressing neurons, which are known to be involved in the control of adipose tissue lipogenesis
(Buettner et al., 2008) and glucose homeostasis (Coppari et al., 2005), in response to this adiposity
signal. For instance, the deletion of LepR in either Pomc or Agrp neurons leads to moderate obesity,
while the knock-out of LepR in both Agrp and Pomc neurons combined has clear cumulative effects on
adiposity despite a comparable effect on food intake 5152 The fact that our mice mimic this metabolic
phenotype suggests that the depletion of LepR in tanycytes precludes the access of leptin to Pomc
and Agrp neurons and its subsequent actions in these neuronal populations. This hypothesis is
supported by the fact that transcripts for both Agrp, a melanocortin receptor antagonist, and Socs3, a
known leptin-responsive gene % are downregulated in the ARH when tanycytic LepR is removed.

14453 and in the

Interestingly, the melanocortin system is involved both in glucose homeostasis
sympathetic nervous system-mediated regulation of lipid metabolism in white adipose tissue " and
circulating noradrenaline levels are reduced in mice lacking tanycytic LepR. In light of these findings,
we propose that the lack of leptin-regulated activity of Pomc and Agrp neurons in the dmARH alters

54,55

their capacity to properly communicate via the melanocortin signaling pathway with neurons of the

. . v 45.56
autonomous nervous system in the brainstem and the spinal cord >

, and thus their control of target
peripheral tissues "*’.

In keeping with the hypothesis above, we found that the decrease in insulin secretion by pancreatic B
cells in mice lacking LepR in tanycytes was associated with a significant increase in their expression
of a2A adrenergic receptors. This is also in agreement with previous studies showing that the
activation of these receptors is associated with a decrease in both glucose tolerance and insulin
exocytosis by B islets " In addition, in humans, a polymorphism leading to the overexpression of the
a2A adrenergic receptor ADRA2A is associated with an increased risk of developing T2D “%. Our

results suggest that the removal of leptin receptor expression in tanycytes may lead to a decrease in

insulin secretion that can be explained by an overexpression of adrenergic receptors a2A. Overall, our
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results fill the gaps in our understanding of the mechanism of leptin action: i) blood-borne leptin
reaches dmARH neurons through a singular route involving transcytotic transport by median eminence
tanycytes, which depends on the activation of a LepR:EGFR complex and ERK signaling, ii) leptin
then stimulates the dmARH neurons controlling the melanocortin system and sympathetic outflow, and
iii) this diminishes lipid storage in adipose tissue and controls glucose homeostasis by shaping the
function and plasticity of pancreatic islet cells through their expression of a2A adrenergic receptors.
Conversely, alterations in tanycytic leptin transport manifest as decreased sympathetic tone,
increased visceral adiposity, hepatic steatosis and glucose intolerance with pancreatic dysfunction.

Longitudinal human studies show that T2D develops in subjects exhibiting insulin hypersecretion in
normoglycemic and prediabetic phases in order to keep glycemia near normal, in a context of chronic
nutrient surfeit and obesity-associated insulin resistance, until they reach a threshold at which this

compensatory B cell response becomes unsustainable o

. Compensating for insulin resistance by
increasing insulin secretion usually requires both enhanced § cell function and expansion of the § cell
mass, the latter being stimulated by the increased nutrient supply, including glucose and free fatty
acids *. However, diabetes is a heterogeneous disease % and an altemative pattern characterized by
the alteration of insulin secretion due to a B cell functional deficit could predominate in some ethnic
groups. This phenotypic variability can be seen in a Japanese study in which the proportion of patients
progressing to the onset of T2D was 50% in patients with a dysfunction of isolated B cells, as

®1. Intriguingly, an epidemiological study of

compared to 14% for patients with insulin resistance
Korean patients with T2D showed that they developed impaired insulin secretion and insulin
resistance 10 years before the onset of diabetes, and impaired 8 cell compensation with an abrupt
decrease in insulin secretion during the last 2 years before onset °, underscoring the central role of B
cell dysfunction in the pathogenesis of T2D in Asian populations. The existence of two patterns of
disease progression can also be seen from the fact that East Asian T2D patients have a much lower
BMI than European patients but more intra-abdominal fat for similar BMI values 2 In our current
model, the attenuation of tanycytic leptin transport leads to an initial deficit of insulin secretion that
precedes the development of insulin resistance. Twelve weeks after selectively deleting LepR in
median eminence tanycytes, LepR'a“KO mice develop impaired insulin secretion in response to

glucose, against a backdrop of increased visceral fat but normal insulin sensitivity. This alteration of

glucose-stimulated insulin secretion, which likely underlies the alteration of glucose homeostasis, can
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be seen at the level of isolated pancreatic islets despite the lack of any apparent change in their size
or organization, suggesting a modification of B cell functional integrity instead, mimicking the principal
human phenotype described above.

To summarize, the study of our LepR®™™° mouse model thus appears to have unmasked two
important aspects of leptin action: i) the molecular and cellular mechanisms that regulate the
physiological access of leptin to leptin-responsive neurons in the brain, i.e. the LepR-EGFR-ERK-
mediated transcytotic transport of blood-borne leptin into the hypothalamus by tanycytes, and ii) the
link between deficient leptin transport by tanycytes and the pathophysiology of pancreatic  cell failure
and lipid dysmetabolism in the context of moderate overweight. Together, these findings shed light on
the central control of peripheral lipid and glucose homeostasis by leptin, and create new therapeutic

avenues for metabolic disorders.

METHODS

Animals

All C57BI/6J mice were housed under specific pathogen-free conditions in a temperature-controlled
room (21-22°C) with a 12h light/dark cycle and ad libitum access to food and water. tdTomato™*ST0F
€ (IMSR Cat# JAX:007914, RRID:IMSR_JAX:007914) and GCamP3°®°"%"" (MSR Cat#
JAX:025408, RRID:IMSR_JAX:025406) reporter mice and LepR™"* mice (IMSR Cat# JAX:008327,
RRID:IMSR_JAX:008327) % were purchased from the Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME).
Trmp5::Cre mice have been engineered by Dr. Ulrich Boehm (University of Saarland, Homburg,
Germany) and published elsewhere  Animal studies were approved by The Institutional Ethics
Committees for the Care and Use of Experimental Animals of the University of Lille; all experiments

were performed in accordance with the guidelines for animal use specified by the European Union

Council Directive of September 22, 2010 (2010/63/EU).

TAT-Cre and pAAV-Dio2-iCre-2A-GFP Delivery
A TAT-Cre fusion protein and the AAV 1/2 Dio2::Cre virus were produced as detailed previously *',
Both products were stereotaxically infused into the third ventricle (2uL over 7 min at 1,27 mg/mli;

anteroposterior, -1.7 mm; midline, 0 mm; dorsoventral, -5.6 mm), the lateral ventricle (Anteroposterior,

-0.3 mm; midline, +/- 1 mm; dorsoventral, -3 mm) or the forth ventricle (Anteroposterior, -6 mm;



-133-

midline, 0 mm; dorsoventral, -4 mm) of 24-h fasted isoflurane-anesthetized floxed mice 1 week before

experiments for the TAT-Cre one and 3 weeks before experiments for the virus one.

Evaluation of TAT-Cre recombination efficiency

Four weeks after lateral ventricle or 3™ ventricle TAT-Cre infusion in TdTomato mice, animals were
anesthetized with ketamine (8mg/kg body weight) + xylazine (3mg/kg body weight) before being
perfused with Saline (0,9% NaCl) and 4% paraformaldehyde. Brains were collected before being
cryoprotected in 20% sucrose solution overnight, embedded in Tissue Tek (Sakura®) and frozen
freshly. 16 um-thick coronal sections were cut and processed for immunofluorescence using chicken
anti-Vimentin (1:2000; Millipore Cat# AB5733, RRID:AB_11212377) primary antibodies and Alexa647-
conjugated anti-chicken antibody (1/1000; Thermo Fisher Scientific Cat# A-21449,
RRID:AB_2535866). Images were acquired using an Axio Imager Z2 Apotome microscope (AxioCam
MRm camera, Zeiss). 8 median eminence representative slides per animal were then coded to
conceal treatment groups and the tanycytes (Vimentin positive cells) were divided into three groups
depending their projections (median eminence and arcuate nucleus, ventromedial hypothalamus,
dorsomedial hypothalamus). Number of DAPI+/Tomato+/Vimentin+ cells was reported on
DAPI+/Vimentin+ cells bording the 3" ventricle. The ratio was compared between different groups.

To compare 3" and 4™ ventricle TAT-Cre infusion, the number of FACS -sorted Tomato positive cells

was compared in ME and 4" ventricle microdissected samples, 1 week after TAT-cre infusion.

Fluorescence-Activated Cell Sorting and Real-Time PCR Analyses
Isolation of hypothalamic tanycytes using Fluorescence Activated Cell Sorting

Pl and LepR™™®; tdTomato ™" mice were

Median eminence from TAT-Cre injected idTomato
microdissected, and enzymatically dissociated using Papain Dissociation System (Worthhington,
Lakewood, NJ) to obtain single-cell suspensions. FACS was performed using an ARIA SORP cell
sorter cytometer device (BD Bioscience, Inc). The sort decision was based on measurements of
tdTomato fluorescence (excitation 561nm; detection: bandpass 675+/-20nm) by comparing cell

suspensions from tdTomato positive and wild-type animals, as indicated in Figure 3A. For each

animal, 4000 cells tdTomato positive and negative cells and negative cells were sorted directly into
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10uL extraction buffer. 0,1% Triton® X-100 (Sigma-Aldrich) and 0,4 U/ul RNaseOUT™

(ThermoFisher).

Quantitative RT-PCR analyses

For gene expression analyses, mRNAs obtained from microdissected hypothalamic explants or FACS-
sorted tanycytes were reverse transcribed using SuperScript® Ill Reverse Transcriptase (Life
Technologies) and a linear preamplification step was performed for the sorted cells only using the
TagMan® PreAmp Master Mix Kit protocol (P/N 4366128, Applied Biosystems). Real-time PCR was
carried out on Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System using exon-boundary-
specific  TagMan®  Gene  Expression  Assays  (Applied Biosystems): = DARPP32
(Ppp1r1b_MmO00454892_m1); LEPR (Variant 1, long form) (LepR_Mm1265583_m1); LEPR (Variant
3, short form) (LepR_Mm01262070_m1), NPY (NPY-Mm03048253 m1), MECA32 (Plvap-
MmO00453379_m1), POMC (POMC-Mm00435874_m1), AgRP (AgRP-Mm00475829 g1), CART
(CARTPT-MmO04210469_m1), Socs3 (Socs3-Mm00545913_s1), Ptp1b (Ptp1b-Mm00448427_m1).
Control housekeeping genes: r18S (18S-Hs99999901_s1); ACTB (Actb-Mm00607939_s1). Gene

expression data were analyzed using SDS 2.4.1 and Data Assist 3.0.1 software (Applied Biosystem).

Physiological measurements

Analysis of basal metabolism

Mice were analyzed for total energy expenditure, oxygen consumption and carbon dioxide production,
food intake and ambulatory movements (total beam breaks/h) using calorimetric cages (TSE Systems
GmbH, Germany) and standard procedures. Mice were individually housed and acclimatized to the
cages for 48h before experimental measurements. During the pair-fed test, paired-fed animals had the

mean weight of food than the control group ate during the last previous 24 hours.

Glucose Tolerance Test and Insulin dosage

Mice were fasted overnight before the experiment (12 hours). Blood sample for insulin dosage was
taken before, 15 and 30 min after glucose administration with glass capillary at the tail. Samples were

kept on ice during the experiments before being centrifuged (4°C, 600 rpm, 15 min) to collect serum
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and frozen at -80°C until insulin ELISA (Mercodia). Basal blood glucose level was measured before
glucose i.p administration (1,5 mg glucose/g of body weight), 15, 30, 45, 60, 120 and 150 min after

glucose administration using glucometer (OneTouch® Verio meter)

Insulin Tolerance Test

Mice were fasted 6 hours before the experiment. Basal blood glucose level was measured before
insulin i.p administration (0,75Ul/kg of body weight), 15, 30, 45, 60, 120 and 150 min after glucose

administration using glucometer (OneTouch® Verio meter)

In vivo leptin sensitivity test

Mice were first separated one per cage and fasted during 3 hours in the afternoon. Then they are
divided into two groups which received i.p or i.c.v injections of recombinant murine leptin (3mg/kg;
Harbor-UCLA Medical Center, California) or vehicle (PBS pH 8.0) 3 hours before being reefed. Body

weight and food intake were measured before, 12h and 24h after treatment period.

Brain and peripheral tissues analysis

Brain slice preparation and calcium imaging

Eight to 12 weeks old male GCaMP3"™° and GCaMP3"™"; LepR™™"®° mice were anaesthetized with
isoflurane, and after decapitation, the brain was rapidly removed and put in ice-cold oxygenated (O,
95% / CO, 5%) artificial cerebrospinal fluid (ACSF) containing the following (in mM): 120 NaCl, 3.2
KCI, 1 NaH,PO,, 26 NaHCO3;, 1 MgCl,, 2 CaCl,, 10 glucose (300 mOsm, pH 7.4). After removal of the
cerebellum, the brain was glued and coronal hypothalamic slices 200 um thick containing the median
eminence and lateral walls of the third ventricle were cut using a vibratome (VT1200S; Leica) as
previously described . Before recording, slices were incubated at 35°C for a recovery period of 1 h.
After recovery, slices were placed in a submerged recording chamber (31°C; Warner Instruments) and
continuously perfused (2 ml/min) with oxygenated ACSF. Tanycytes were observed with a 40x water
immersion objective in an upright Leica DM-LFSA microscope by using infrared differential
interference contrast (IR-DIC). To detect GFP fluorescence, a blue illumination was provided via a 470

nm LED and an ORCA-Flash4.0 LT digital CMOS camera (Hamamatsu) was used to collect images.
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MetaMorph image acquisition software (Molecular Devices) was used to control the illumination and
camera. Analysis of imaging data was performed off-line using MetaMorph (Molecular Devices) and
Fiji software. Regions of interest (ROI) were drawn around individual tanycyte cell bodies from the
infrared and/or the fluorescence images. Changes in fluorescence intensity of GCaMP3 were
measured by plotting the intensity of ROI over time, after the intensity of a background ROI had been
subtracted. Then, an initial baseline fluorescence signal was computed before drug application at
resting state (FO) and subsequent fluorescence values (F-FO=AF) were normalized to this (AF/FO).
Drugs were applied via puffs from a patch pipette made of borosilicate glass (World Precision
Instruments) and pulled on a P1000 puller (Sutter Instrument Co). The tip of the pipette was positioned
25 ym away from tanycyte cell bodies. Puffs were delivered in the opposite direction of the flow of the
perfusion chamber at a pressure of 4 psi using a PV820 pneumatic PicoPump (World Precision
Instruments). The concentration of Leptin and ATP (Sigma) in the patch pipette was 6 pM and 10 mM
(both prepared in ACSF), respectively. To exclude mechanical responses of tanycytes to the puff,

patch pipettes were also filled with ACSF alone.

PSTAT3 and MECA-32 immunohistochemistry and analysis

Adult mice were sacrificed by decapitation in the morning at lights on. Brains were collected before
being embedded in Tissue Tek (Sakura®) and frozen freshly. 20 um-thick coronal sections were cut,
postfixed with a solution of 2% paraformaldehyde during one hour and processed for
immunofluorescence as previously described (Bouret et al., 2012) using rabbit anti-pSTAT3 (Tyr705)
(1:1000; Cell Signaling Technology Cat# 9131, RRID:AB_331586) and rat anti-MECA32 (1:500; BD
Biosciences Cat# 550563, RRID:AB_393754) primary antibodies and revealed with Goat anti-rabbit
647 (1/500; Molecular Probes Cat# A-21244, RRID:AB_141663), and Goat anti-rat 488 (1/500;
Molecular Probes Cat# A-11006, RRID:AB_141373). Double-immunofluorescence images were
acquired using an Axio Imager.Z2 Apotome microscope (AxioCam MRm camera, Zeiss). Slides were
then coded to conceal treatment groups, and pSTAT3 immunoreactive (IR) cells counted in eight
sections par animal. MECA-32 immunoreactive vessels are visualized in the primary superficial plexus
of the external zone of the median eminence but some MECA-32-immunoreactive vessels form

intrainfundibular capillary loops. The total number of fenestrated loops was evaluated throughout the
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rostrocaudal extent of the median eminence an ARH in each animal (8 representative median
eminence sections per animal). The mean number of immunopositive cells or vessels per zone was

compared between groups.

Pancreatic Islet Studies

Pancreata were digested by type V collagenase (C9263; 1,5 mg/ml) for 11 min at 37°C as described
previously (Annicotte et al., 2009, Rabhi et al., 2016). Briefly, after digestion and separation in a
density gradient medium, islets were purified by handpicking under macroscope and cultured
overnight in a 1640 RPMI (Gibco, 61870-010) media containing 1mM of FBS (Gibco, 10270-106) and
Penicillin/streptomycin. For insulin secretion tests, approximately thirty islets were exposed to either
2,8 mM or 20 mM glucose in Krebs-Ringer bicarbonate HEPES buffer containing 0,5% fatty-acid-free
BSA. Insulin released in the medium was measured 1 hour later using the Ultrasensitive Insulin ELISA

kit (Mercodia). Data are expressed as a ratio of total insulin content..

RNA Extraction, Measurements and Profiling of pancreatic islets

Total RNA was extracted from islets using RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen, Tokyo, Japan) according to
the manufacturer's recommendations. mMRNA expression was measured after reverse transcription by
real-time gPCR with FastStart SYBR Green master mix (Roche) according to the manufacturer's
recommendations and gene-specific oligonucleotides. Real-time gPCR results were normalized to
endogenous cyclophilin reference mRNA levels. Results are expressed as the relative mRNA level of

a specific gene expression using the formula 22 List of used primers are summarized in the table

below.
Gene Sense Primer Antisense Primer
Cyclophiline ATGGCACTGGCGGCAGGTCC TTGCCATTCCTGGACCCAAA
Glut2 AACCGGGATGATTGGCATGT GGCGAATTTATCCAGCAGCA
Gcek GCTCAGTGAACCCCGGTCAGC TGTGCGCAGCTGCTCTGAGG
Kcnj11 CACAAGCTGGGTTGGGGGCTC TGCCCCTCAGCTGGGTTCTGC
Glp-1r GTTTCCTCACGGAAGCGCCA AAGGAACCTGGGGGCCCATC
Ins1 GCCAAACAGCAAAGTCCAGG GTTGAAACAATGACCTGCTTGC
Pcsk1 TGATGATCGTGTGACGTGGG GGCAGAGCTGCAGTCATICT
Pcsk2 AAAGATGGCGCTGCAACAAG TTGCCCAGTGTTGAACAGGT
Pdx1 ATTGTGCGGTGACCTCGGGC GATGCTGGAGGGCTGTGGCG
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MafA TCCGACTGAAACAGAAGCGG CTCTGGAGCTGGCACTTCTC
Nkx2.2 GTGCAGGGAGTATTGGAGGC GAAGGGCCAGAGGAGGAGA
Hnfla GGTGCGTGTCTACAACTGGT ACCGTACACCGTGGACCTTA
Ucn3 TGATGCCCACCTACTTCCTG CTGTGTTGAGGCAGCTGAAG
NeuroD1 CTTGGCCAAGAACTACATCTGG GGAGTAGGGATGCACCGGGAA
ATF4 ATGGCCGGCTATGGATGAT CGAAGTCAAACTCTTTCAGATCCATT
Xbp1t GAGCAGCAAGTGGTGGATTT CCGTGAGTTTTCTCCCGTAA
Xbp1s GAGTCCGCAGCAGGTG GTGTCAGAGTCCATGGGA

ChOP CTGCCTTTCACCTTGGAGAC CGTTTCCTGGGGATGAGATA
Ero1b GGGCCAAGTCATTAAAGGAA TTTATCGCACCCAACACAGT
PPP1R15a GAGATTCCTCTAAAAGCTCGG CAGGGACCTCGACGGCAGC
Pdia4 AGTCAAGGTGGTGGTGGGAAAG TGGGAGCAAAATAGATGGTAGGG
Edem1 AAGTCTCAGGAGCTCAGAGTCATTAA |CGATCTGGCGCATGTAGATG

Immunofluorescence (IF) on pancreatic sections

IF was performed as described previously (Annicotte et al., 2009, Blanchett et al., 2011). Briefly, after
antigen retrieval using citrate buffer (Sigma) 5 pm formalin fixed pancreatic sections were incubated
with primary antibodies: Anti-Insulin (1:1000, Agilent Cat# A0564, RRID:AB_10013624), anti-Glucagon
(1:1000, Sigma-Aldrich Cat# G2654, RRID:AB_259852). Inmunofluorescence stainings were revealed
using Goat Alexa 594-conjugated anti Guinea-Pig antibody (1:500, Molecular Probes Cat# A-11076,
RRID:AB_141930) and Goat Alexa 488-conjugated anti-Mouse (1:500, Thermo Fisher Scientific Cat#
A-11001, RRID:AB_2534069). Nuclei were stained with Hoescht. For morphometric analysis, images

were processed by ImageJ software by an observer blinded to experimental groups.

Western Blot analysis on liver and WAT

Tissues were homogenized using a TissuelLyser Il (Qiagen, Tokyo, Japan) in cold RIPA buffer
(containing 200 mMTris/HCI (pH 7.4), 130 mM NaCl,10%(v/v) glycerol, 0.1%(v/v) SDS, 1%(v/v) Triton
X-100, 10 mM MgCIi2) with anti-proteases and anti-phosphatases (Sigma-Aldrich;St.Louis, MO). The
tissue lysates were centrifuged for 30 minutes at 18000 g in a microfuge at 4°C. Liver and White
Adipose Tissue total protein lysates were subjected to sodium—dodecyl sulfate-polyacrylamide gels

(SDS-PAGE), then electrotransferred on a PVDF membrane and probed successively with the
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following antibodies: Hormone sensitive lipase/HSL: (Abcam Cat# ab45422, RRID:AB_2135367) ;
Phospho-HSL (Ser660) (Cell Signaling Technology Cat# 4126, RRID:AB_490997) ; Phospho-Acetyl-
CoA Carboxylase (Ser79) (Cell Signaling Technology Cat# 3661, RRID:AB_330337) ; Acetyl CoA
Carboxylase 1 : (Millipore Cat# 04-322, RRID:AB_673047) ; Lipoprotein lipase (LPL Antibody (H-53)):
(Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-32885, RRID:AB_2234585) ; Fatty Acid Synthase antibody (FAS):
(Abcam Cat# ab128870, RRID:AB_11143436) ; CPT1A: (Abcam Cat# ab128568,
RRID:AB_11141632) ; GAPDH: (Millipore Cat# CB1001, RRID:AB_2107426) ; B-actin: (Sigma-Aldrich
Cat# A2228, RRID:AB_47669) after incubating the membranes with 5% BSA blocking buffer. For
protein detection we used horseradish-peroxidase-conjugated secondary antibodies (Dako Denmark,
Glostrup, Denmark). Specific antigen-antibody bindings were visualized using chemiluminescence
method according to the manufacturer’s instructions (Pierce ECL Western Blotting Substrate, Thermo
Scientific, USA). Values were expressed in relation to §-actin or GAPDH protein levels.

Blood lipids determinations

Serum cholesterol levels (1001093, Spinreact), triglycerides levels (1001310, Spinreact), free fatty
acids levels (436-91995, 434-91795, WAKO) were measured by spectrophotometry in a
ThermoScientific Multiskan GO spectrophotometer.

Histomorphology of WAT

WAT samples were fixed in 10% formalin for 24h and then were dehydrated and embedded in
paraffin. Sections of 3um were made on a microtome and stained by the standard hematoxylin/eosin
alcoholic (BioOptica, Italy) and sections were observed and photographed using a Provis AX70
microscope (Olympus, Corp, Tokyo, Japan). Digital images were quantified with ImageJ Software
(National Institute of Health; USA).

Triglycerides content in liver

Approx. 500mg of livers were homogenized for 3min in ice-cold chloroform-methanol (2:1, vol/vol).
Triglycerides were extracted during 3hours shaking at room temperature. For phase separation, mili-Q
water was added. Samples were centrifuged and the organic bottom layer was recollected. The
organic solvent was dried using a Speed Vac and re-dissolved in chioroform. Triglycerides content of
the samples were measured after evaporation of the organic solvent (1001310, Spinreact) by
spectrophotometry in a ThermoScientific Multiskan GO spectrophotometer.

Oil Red O Staining
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Frozen sections of 8um of liver were cut with a cryostat and stained in filtered oil Red O for 10 min.
The sections were washed in distilled water, counterstained with Mayer’s hematoxylin for 3 min, and
mounted in aqueous mountant. Sections were observed and photographed using a Provis AX70

microscope (Olympus, Corp, Tokyo, Japan).

Primary cultures and cell lines experiments

Primary culture of tanycytes

Tanycytes were isolated from the median eminence of 10-day-old (P10) rats as described previously

65

Pamgene experiments

Primary cultures of tanycytes were incubated at 37°C with leptin (2ug/mL) or DMSO for 2 or 15
minutes before washes and snap-freeze. For kinome analysis, STK microarrays were purchased from
PamGene International BV (STK pamchips). Sample incubation, detection, and analysis were
performed in a PamStation 12 according to the manufacturer's instructions and as previously
described (Rabhi et al., 2018).

Fluorescent leptin internalization assay and immunofluorescence on primary culture

Tanycytes were seeded on poly-L-lysine-coated glass coverslips (10ug/ml) and incubated in TDM
(DMEM/F-12 (#11039, ThermoFisher), 1% L-glutamine (#25030-024, ThermoFisher), 2% penicillin-
streptomycin (#P4458, Sigma), insulin (1/1000, #15500, Sigma), putrescin (1/500, #P5780, Sigma)) for
24 hours before the experiment. Tanycytes were incubated for the indicated amount of time at 37°C
with either bioactive fluorescent leptin (F-leptin, 125 nM, Cisbio Bioassays) or with fluorescent leptin
antagonist (LAN, 125 nM, Cisbio Bioassays) both diluted in TDM. Cells were then fixed for 10min at
4°C with 4% paraformaldehyde (PFA, v/v in PBS) and washed 3 times with PBS 1X. For
cointernalization assay, tanycytes were incubated with F-leptin and XPA antibodies (5ug/ml in TDM,
Xoma Laboratories) for 5 min, washed and fixed. Cells were then washed and permeabilized with 0.1
% Triton-X100 (v/v in PBS) for 5 min at room temperature. Antibodies were all diluted in PBS with 3%
BSA and incubated for 45 min at room temperature. Cells were either incubated with primary anti-
EEA1 antibodies (1/200; Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-6415, RRID:AB_2096822) followed by the

Alexa488-conjugated anti-goat antibodies (1/1000; Molecular Probes Cat# A-11055,
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RRID:AB_2534102) or Alexa488-conjugated anti-human antibodies (1/1000; Molecular Probes Cat#
A-11013, RRID:AB_141360) to stain XPA antibodies.

Fluorescent leptin release assay on primary culture

Tanycytes were incubated for 15 min at 37°C with either F-leptin (125 nM, Cisbio Bioassays) or LAN
(125 nM ; Cisbio Bioassays). Cells were washed with TDM, incubated with TDM for the indicated
amount of time and fixed for 10 min at 4°C with 4% PFA. To assess the role of MAPK pathway,
tanycytes were pre-incubated for 30 min with the MAPK inhibitor UO126 (10 uM in TDM; #9903; Cell
signaling technology). F-leptin uptake and release was performed in the presence of UO126. To check
for LAN release with EGF, EGF-TRITC (10 ng/ml; #3481; Molecular probes) was added during the
chase.

ELISA

To quantify leptin release, tanycytes were cultivated in 10 cm Petri dish and incubated with
recombinant leptin (62.5 nM, Protein Rehovot Laboratory) diluted in TDM for 15 min at 37°C. Cells
were then washed and incubated with TDM to chase leptin for the indicated amount of time. Leptin in
the medium as well as leptin remaining in cells were quantified by Elisa assay according to the
manufacturer’s instruction (#MOBO00 ; R&D systems). Leptin secretion was expressed as a percent of
total leptin.

Image acquisition and analysis

Cells were observed under a confocal microscope TCS SP5 (Leica microsystems) and images were
acquired according to Nyquist parameters using a 63x (NA 1.4) oil immersion objective. Single plane

images were analyzed using the open source Icy software (htip://icy.bioimageanalysis.org/). The cell

periphery was manually delineated using phase contrast images and object-based segmentation using
wavelet transform algorithm (spot detector plugin) was performed to detect vesicles in each channel.
Objects were considered colocalized if the distance between their centroid was less than or equal to 3
pixels. EEA1 segmentation was used to estimate amounts of Leptin in EEA1 compartments and
percent of total leptin in EEA1 determined by normalizing the integrated intensity of leptin in EEA1 to

total leptin in cells.

Cells lines
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HEK293T (human embryonic kidney) cells were grown in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle's
medium; Gibco, life technologies) with 4500 mg/l glucose and 10% fetal calf serum (Invitrogen) in a
10% CO2 humidified atmosphere at 37°C. HEK293T cells were transiently transfected (48h) with
jetPEI (Polyplus-transfection), with a mock pCDNAS3 vector or LepR or EGFR expressing pCDNA3

plasmids.

Western Blot on primary cultures and cell lines

The sequences and protocols for the preparation of the extracellular sub-domains of LepR have been
described previously by us % Cell lysates (in Laemmeli buffer supplemented with 30mM DTT, 2mM
orthovanadate and 10mM NaF) were separated by SDS/PAGE, transferred to nitrocellulose
membranes and immunoblotted with anti-phospho-tyrosine (Tyr-705) STAT3 (Cell Signaling
Technology Cat# 9145, RRID:AB_2491009) and anti-STAT3 antibodies (Cell Signaling Technology
Cat# 9139, RRID:AB_331757), anti-phospho-tyrosine (Tyr-204) ERK1/2 (Santa Cruz Biotechnology
Cat# sc-16982, RRID:AB_2139990) and anti-ERK2 (Proteintech Cat# 51068-1-AP,
RRID:AB_2250380)  antibodies, anti-FLAG tag (Sigma-Aldrich  Cat# SAB4301135,
RRID:AB_2811010), or XPA (Xoma Laboratories). Western Blots were scanned on the Odyssey infra-
red Imaging System (Licor).

Co-Immunoprecipitation

HEK293T cells were transfected with a Flag-EGFR-expressing vector either with LepR-YFP or an
empty vector. 48h later, cells were harvested in lysis buffer containing Tris-EDTA-magnesium-1%
Triton X-100 and solubilized for 2 hr (4°C, under rotation), centrifuged (14,000x g, 45 min), and
supernatants were subjected to immunoprecipitation with 2 ug of antibody anti-GFP (Roche); 4 hr,
4°C, under rotation. Protein G beads (Sigma-Aldrich) were then added, and after a 2 hr incubation, the
samples were washed in the 0.1% Triton X-100 buffer by repeated centrifugation (1,000x g, 5 min).
The remaining pellet was resuspended in Laemmli buffer (62.5-mM Tris/HCI pH 6.8, 5% SDS, 10%
glycerol, and 0.005% bromophenol blue), denaturated by heating (95°C, 5 min), and subjected to

SDS-PAGE analysis.

Bioluminescence resonance energy transfer (BRET)-based LepR biosensor
HEK293T cells were transiently transfected in 12-well plates with 40 ng of LepR-Luciferase plasmid

with increasing amounts of LepR-YFP plasmids. Cells were grown overnight and transferred into 96-
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well-Optiplates (PerkinElmer Life Sciences), pre-coated with 10 ug/mL poly-l-lysine (Sigma), where
they were grown for additional 24 h. The next day cells were stimulated with leptin, XPA or vehicle for
30min at 37°C. After washing with PBS, Coelenterazine (Interchim France), a Luciferase substrate
was added and cells were subjected to measurement of emission at Luciferase and YFP wavelength
on a plate reader Tecan F500 (Tecan; Mannedorf, Switzerland).

TR-FRET binding assay

TR-FRET assays are based on the energy transfer between a fluorescently labeled donor molecule
(the long-lived fluorophore Terbium cryptate (Tb)) and a fluorescently labeled acceptor (d2). In order to
covalently label cell surface EGFR or LepR, with the Tb, the receptor is fused to the SNAP enzyme
that can be covalently labeled with the Tb fluorophore at a stoichiometry of 1Tb per 1SNAP-receptor,
using a suicide enzyme substrate-Th. 48 hours post-transfection, HEK293T cells, expressing SNAP-
EGFR +LepR or SNAP-LepR +EGFR, and previously plated in P96-well plates pre-coated with
10 pyg/mL poly-I-lysine (Sigma), are incubated with 100 nM of Tb-SNAP substrate in Tag-lite labeling
medium (Cisbio Bioassays; 1h, 4°C). After several washes, cells are treated with several doses of
leptin-d2 or EGF-d2 (CisbioAssays) respectively. For each concentration, non-specific binding was
determined by adding an excess of unlabeled leptin or unlabeled EGF (200-500nM). Regarding the
binding data analysis, the Bmax signal and the equilibrium dissociation constant (Kp) values were
obtained by fitting the specific binding data points (triplicate) with one-binding site model using the

GraphPad Prism software (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).

Statistics

Results are given as mean * standard error mean (SEM). Samples or animals were excluded whether
their values were outside the + 2-fold standard deviation, or whether an objective experimental failure
was observed; studies were not blinded to investigators or formally randomized. To test if the
populations follow a Gaussian distribution, a normality test was performed (Kolgomorov-Smirnov test
for n between 5-7; Shapiro-Wilk test for n 27). For normal distributions, parametric test were used; for
two population comparisons, an unpaired t tests was used as indicated in figure legends 79676967
69(Charan and Biswas, 2013; Fay and Gerow, 2013; Student, 1908); for multiple comparison test, a

one-way or two-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc multiple comparison test (unless otherwise

indicated in the figure legends), was performed. For non-Gaussian distributions was used; Mann-
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Whitney test were used for two comparison test, and Kruskal-Wallis followed by Dunn post hoc test for

multiple comparison. Data analysis was performed using GraphPad Prism Software Version 7

(GraphPad, San Diego, CA). The threshold for significance was p<0,05.
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PARTIE 2

MISE EN PLACE D’UN SYSTEME DE
CULTURE CELLULAIRE POUR L'ETUDE DU
TRANSPORT POLARISE DE LA LEPTINE
DANS LES TANYCYTES
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Jusqu’a présent, grace a I'utilisation de tanycytes en culture primaire, j'ai pu déterminer les
mécanismes moléculaires par lesquels la leptine entre dans la cellule et caractériser les compartiments
intracellulaires par lesquels elle transite. Néanmoins, il existe une limite importante dans I'utilisation de
la culture classique de cellules in vitro pour aller plus loin dans la caractérisation de la voie de transport
de la leptine jusqu’a sa sécrétion. En effet, les tanycytes sont des cellules polarisées in vivo en dialogue
permanent avec la périphérie grace notamment a leur localisation dans I'éminence médiane qui les
positionne a proximité des capillaires fenétrés et au contact du liquide céphalo-rachidien (3e ventricule)
au niveau des corps cellulaires ' . Or, in vitro, cette polarité cellulaire n’est pas maintenue et la leptine
est internalisée de toutes parts par les tanycytes. C’est pourquoi, en parallele de la premiere étude, j'ai

tenté de développer un modele de culture permettant de maintenir la polarisation cellulaire.

J'ai opté pour deux systemes de culture différents permettant de séparer physiquement les
corps cellulaires des tanycytes de leurs prolongements dans deux compartiments distincts. De cette
maniere, I'acces limité de la leptine a un pole des tanycytes nous permet d’étudier son transport vers
le pole opposé. Dans cette étude, j'ai suivi la transcytose de la leptine des prolongements vers les corps
cellulaires des tanycytes. Le premier systéme utilisé est une culture cellulaire dites en 3D qui consiste a
ensemencer les tanycytes sur une membrane poreuse et de |'extrait de membrane basale (MB),
constituant de I'environnement des tanycytes in vivo. Le second systeme de culture est basé sur
I"utilisation de puces microfluidiques a deux compartiments, reliés par des micro-canaux dans lesquels

les prolongements des tanycytes vont s’insérer.

Dans la seconde partie de mes résultats, je détaille tout d’abord la mise en place de ces deux
nouveaux systémes de culture in vitro adaptés a des cultures primaires de tanycytes. J'expose ensuite
les différents parametres testés pour optimiser la culture cellulaire ainsi que les tests d’internalisation

de la leptine fluorescente.
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.  MODELE DE CULTURE 3D AVEC GEL DE MATRICE EXTRACELLULAIRE

I.1. FORMATION DES PROLONGEMENTS TANYCYTAIRES A TRAVERS LA MEMBRANE

Les tanycytes de I'éminence médiane possedent une organisation qui leur est propre. En effet,
ces cellules forment une barriere étanche au niveau de I'EM par la présence de jonctions serrées au
niveau des corps cellulaires qui bordent le 3e ventricule *>°. Au pdle opposé, leurs prolongements

s’étendent en direction des capillaires fenétrés?%23

ou ils contactent I'espace péricapillaire limité par
une lame basale continue (50 a 80 nm) qui se compose de protéines de structure telles que le collagene
de type IV, I'élastine et d’autres protéines comme la laminine et la fibronectine?'®. L’ensemble permet
le maintien des propriétés du tissu et influence I'organisation des cellules de la BHE*®. Cet espace est
un environnement riche qui est a I'interface des échanges entre le sang et le tissu nerveux composé de
nombreuses cellules comme les neurones, les cellules gliales, les cellules endothéliales des capillaires

et méme des péricytes®*. Dans cet environnement, les tanycytes adoptent une morphologie polarisée

et mettent en place un transport polarisé de molécules métaboliques.

Dans le but de se rapprocher de cet environnement in vitro, j’ai utilisé un gel d’extrait de
membrane basale (MB) (12 mg/ml, Cultrex ®, Trevigen) composé de collagene de type IV et de laminine.
Dans un premier temps, j’ai tout simplement tenté de cultiver les tanycytes sur le gel. Une goutte de
100 pl de gel a été mise a solidifier sur une lamelle de verre a 37°Cavant d'y déposer 15 ul de suspension
cellulaire. Une fois les tanycytes adhérés, 400 pl de milieu est ajouté. Les cellules sont ensuite observées

régulierement au microscope optique.

Aprés 24h, les tanycytes ont completement pénétré le gel de MB et I'enchevétrement des
prolongements cellulaires forment un réseau dense (résultat non montré). La composition de la matrice
semble donc propice a la culture des tanycytes et au développement des prolongements cellulaires.
Néanmoins, I'organisation des cellules est plutot anarchique et 'agencement en monocouche cellulaire
capable de former une barriére étanche caractéristique des tanycytes n’est pas retrouvée. Ce résultat
m’a donc poussée a utiliser une membrane poreuse qui pourrait permettre la formation des
prolongements tout en isolant les corps cellulaires pour leur permettre d’entrer en contact et former

des jonctions.

7

Pour cela, jai pensé a utiliser une membrane poreuse transparente de polyéthylene
téréphtalate (PET, Millicel, Millipore) qui serait placée entre les cellules et le gel. Ce dispositif permet

une séparation physique de deux compartiments, un supérieur dans lequel les tanycytes sont
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ensemencés et un inférieur, dans lequel on retrouve le gel de matrice extracellulaire en contact avec le
milieu de culture (figure 32, A). Pour réaliser ce montage, I'insert est retourné, une goutte (60 pl)
d’extrait de MB est déposée sur la membrane poreuse et le tout est placé dans I'incubateur a 37°C
pendant 35 minutes, temps nécessaire a la polymérisation du gel. L'insert est ensuite retourné et placé
dans le puit contenant 800 ul de milieu de culture. Les cellules sont ensuite ensemencées dans l'insert

et cultivées pendant plusieurs jours avant utilisation.

Un certain nombre de parameétres ont d( étre testés pour trouver les meilleures conditions de
culture. Premiérement, j'ai utilisé deux tailles de pores de membrane, variant entre 1 um et 3 um de
diamétre. Comme précédemment, les cellules sont ensemencées a l'intérieur de l'insert (partie
supérieure) et le milieu de culture est changé toutes les 48h. Le controle chaque jour de I'organisation
des tanycytes permet d’observer le développement des prolongements des tanycytes a travers les
pores de la membrane qui viennent au contact du gel situé a la face inférieure. Aprés 6 jours de culture,
les cellules sont fixées et marquées pour une analyse en immunofluorescence afin de caractériser
I'organisation des cellules. Pour avoir une idée de 'organisation générale des tanycytes, j'ai marqué la
vimentine qui permet de voir les contours cellulaires et les prolongements tanycytaires. Les images sont

ensuite acquises au microscope confocal.

Les tanycytes cultivés sur la membrane avec des pores de 1 um sont capables d’émettre des
prolongements qui vont s’insérer dans le gel. De longues structures positives pour la vimentine sont
observées sous la membrane poreuse et dans le gel. Les noyaux marqués au Hoechst ne sont visibles
que sur la face supérieure de la membrane indiquant que les corps cellulaires n’ont pas traversé la
membrane (figure 32, B). En revanche, de nombreux noyaux ont été observés du coté du gel lorsque la
membrane avec des pores de 3 um a été utilisée, indiquant que des cellules sont capables de migrer a
travers ces pores (figure 32, C). Ainsi, pour la suite des expériences et pour forcer la séparation des

deux pdles cellulaires, les membranes avec des pores d’1 um seront utilisées.

De plus, j'ai observé que les cellules en culture s’organisent sur la membrane formant une zone
dense en corps cellulaires (figure 33, A) qui émettent des prolongements a travers les pores. Les
prolongements cellulaires (partie inférieure) sont en contact les uns avec les autres, formant un réseau

important dans le gel de membrane basale (figure 33, B).
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Figure 32 : Optimisation du systéme de culture de tanycytes en 3D. A) Schéma de
Porganisation du systéeme d’insert composé, d’'une membrane poreuse sur laquelle les tanycytes
sont ensemencés, et d'un gel d’extrait de membrane basale (MB) dans lequel les prolongements
tanycytaires se développent. B-C) Reconstitution 3D des images de microscopie confocale
montrant ’organisation des cellules sur les membranes avec des pores de lpm (B) et de 3pm de
diameétre (C). Apres 6 jours de culture sur les inserts, les cellules sont fixées au PFA 4% pendant
20 min, perméabilisées avec du triton 0,1% et incubées avec un anticorps primaire dirigé contre
la vimentine (Vim, vert) puis révélées par un anticorps secondaire couplé a ’Alexa-488. Les
noyaux (blanc) sont marqués avec le Hoechst pendant 30 min. La partie supérieure représente le
dessus de la membrane et I'inférieure, le gel de matrice extracellulaire. Les deux zones sont
séparées par la membrane transparente de 10 pm (espace transparent). Le repere orthogonale (x,
y, z) indique la profondeur (z) des plans (x, y) dans I'espace.
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Morphologiquement, les prolongements cellulaires ont une taille variable qui peut atteindre
jusqu’a 200 um et s’inserent dans le gel de MB verticalement, visibles sous formes de petits points en
coupe optique. Ils peuvent aussi longer la membrane (figure 33, B et D). Des images de microscopie
électronigue montrent que les tanycytes peuvent former des couches cellulaires (figure 33, C) et que
les prolongements qui se développent le long de la membrane sont dépourvus de noyaux mais riche en
organelles (figure 33, D). Rapporté au nombre de cellule ensemencées sur la face supérieure de la
membrane, le nombre de prolongement est en nombre plus faible. Méme si 95% des cellules sont des
tanycytes dans mes cultures primaires, j’ai voulu m’assurer que les prolongements observés dans le gel
provenaient bien des tanycytes. Pour cela, j’ai marqué les cellules pour la vimentine et la GFAP, un
marqueur des astrocytes. De maniere similaire a la culture primaire dite classique, la majorité des
cellules est positive pour le marquage vimentine et seulement quelques cellules (5 %) sont marquées
pour la GFAP (résultat non montré). Ces données montrent que les tanycytes sont capables de se
développer sur la membrane de l'insert, et de former des prolongements cellulaires validant ainsi

I'utilisation de ce systéme de membrane avec des pores de 1 um.

I.2. LES TANYCYTES FORMENT-ILS UNE BARRIERE TANYCYTAIRE SUR LA MEMBRANE BASALE ?

Dans un second temps, j'ai évalué la capacité des tanycytes a former des jonctions serrées,
caractéristiques in vivo de |'organisation des tanycytes de I'éminence médiane. En effet, grace a la
présence de complexes jonctionnels, les corps cellulaires des tanycytes forment une barriere physique
étanche pour contrebalancer la perméabilité des vaisseaux fenétrés et de maintenir I’"homéostasie

49,70,72

cérébrale en protégeant le cerveau et en filtrant de maniére sélective le passage des molécules

du sang vers le liquide céphalorachidien au niveau du 3e ventricule.

Afin d’étudier I'organisation des jonctions dans la culture de tanycytes sur la membrane, les
cellules sont ensemencées pendant 6 jours sur la membrane poreuse puis marquées pour Zonula
occludens-1 (ZO-1), un marqueur des protéines des jonctions serrées retrouvées au niveau des corps
cellulaires des tanycytes °! et pour la vimentine. L’observation en microscopie confocale montre que le
marqguage de la protéine ZO-1 (jaune, image de gauche) s’accumulent entre les corps cellulaires des
tanycytes (partie supérieure de la membrane) (figure 34, A) mais aussi au niveau des prolongements

tanycytaires présents dans le gel et révélés par la vimentine (rouge) (figure 34, A ; image de gauche).
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Figure 33 : Organisation des tanycytes en culture sur insert et extension des
prolongements a travers la membrane. A-B) Images de microscopie confocale montrant
Porganisation des tanycytes sur les membranes avec des pores de 1 pm. En A, on observe sur la
partie supérieure de la membrane les corps cellulaires (vert, vim) et les noyaux cellulaires (blancs)
alors qu’en B, on observe uniquement sur la partie inférieure de la membrane les prolongements
cellulaires (vert, vim). Apres 6 jours de culture sur les inserts, les cellules sont fixées au PFA 4%,
perméabilisées au triton 0,1%, puis incubées avec un anticorps primaire dirigé contre la vimentine
(vim, vert) puis révélées par un anticorps secondaire couplé a I’Alexa-488. Les noyaux (blanc) sont
marqués avec le Hoechst. La zone supérieure représente le dessus de la membrane et I'inférieure,
le gel de matrice extracellulaire. Les deux zones sont séparées par la membrane de 10 pm
d’épaisseur. Le repere orthogonale (x, y, z) indique la profondeur (z) des plans (x, y) dans Pespace.
Barre d’¢chelle 100 pm. G-D) Images de microscopie électronique représentant les tanycytes
apres 6 jours de culture sur insert. On repere les corps cellulaires des tanycytes (C) dans la partie
supérieure formant plusieurs couches et les prolongements le long de la membrane, sur la partie
inférieure (D). N : noyau ; Mb : membrane ; P : prolongement. Barre d’échelle 10 pm et 1 pm.
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Figure 34 : Les tanycytes en culture sur la membrane basale s’organisent en
barriére et forment des jonctions serrées. A) Image de microscopie confocale
montrant des tanycytes ensemencés pendant 6 jours sur insert, fixés au PFA 4%,
perméabilisés au triton 0,1% puis marqués avec un anticorps primaire dirigé contre la
vimentine (Vim, rouge) et ZO-1 (zonula occludens, jaune), une protéine des jonctions serrées.
Les cellules sont révélées par I'utilisation d’un anticorps secondaire couplé a ’Alexa 555 et
488 respectivement et les noyaux marqués au Hoechst (blanc) pendant 30 min. Barre
d’échelle 20 pm. B-C) Image de microscopie électronique représentant les prolongements
des tanycytes apres 6 jours de culture sur insert montrant la formation de jonctions (B) entre
les pieds tanycytaires présents dans le gel de MB et la présence de puits de clahtrine (fleche
blanche) et de cavéoline (fléche noire). Echelle 100 nm. J : jonction ; Clc : clathrine ; Cav :

cavéoline.
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Une observation en microscopie électronique m’a permis de confirmer la présence de jonctions
cellulaires entre deux prolongements tanycytaires (figure 34, B), ainsi que la présence de structures
d’endocytose, comme des puits de clathrine et des cavéoles (figure 34, C). L'ensemble de ces données
suggere que les tanycytes cultivés sur une membrane poreuse sont capables de former des jonctions
serrées tant au niveau des corps cellulaires qu’au niveau des prolongements tanycytaires. Cette

organisation mime en partie celle observée in vivo.

I.3. LA LEPTINE EST-ELLE TRANSPORTEE PAR LES TANYCYTES CULTIVES SUR MEMBRANE ?

L’organisation tridimensionnelle des tanycytes in vitro reproduit donc en partie celle observée in
vivo avec la formation de prolongements capables de croitre dans un gel de membrane basale et la
formation de jonctions serrées entre les corps cellulaires et les prolongements tanycytaires. Cette
organisation offre 'opportunité d’identifier les mécanismes moléculaires a I'origine de la trancytose de

la leptine dans les tanycytes, c’est-a-dire le transport d’un pole a un autre de la leptine.

J'ai tout d’abord testé la capacité des tanycytes cultivés dans ce dispositif a endocyter la leptine
fluorescente. Les tanycytes sont cultivés sur la membrane pendant 6 jours, et de la leptine fluorescente
(1 ug/ml) a été ajoutée au niveau des corps cellulaires (partie supérieure) pendant 30 min. Aprés
fixation et marquage des noyaux, j'ai pu observer que la leptine fluorescente est internalisée par les
corps cellulaires des tanycytes en culture sur la membrane poreuse (figure 35, A). Elle est présente
autour des noyaux des cellules mais également dans les prolongements qui n’ont probablement pas
traversés les pores de la membrane. J'ai ensuite réalisé la méme expérience en incubant cette fois la
leptine dans le milieu de culture du puit inférieur, ou pénétrent les prolongements. J'ai pu observer que
la leptine fluorescente est également retrouvée dans les corps cellulaires des tanycytes suggérant son
transport des prolongements jusqu’au corps cellulaires. Je n’ai cependant pas observé de leptine dans
les prolongements, ceci pouvant notamment étre expliqué par le choix du temps d’incubation (résultat
non montré). Malgré la présence de leptine dans les corps cellulaires du compartiment supérieur, la
question de la diffusion de la leptine a travers le gel de MB s’est posée. Dans un second temps, j’'ai alors
réalisé la méme expérience en injectant la leptine fluorescente directement dans le gel de MB a I'aide
d’une aiguille. 60 minutes aprés l'injection, les cellules sont fixées et la localisation de la leptine
observée en microscopie confocale. De la leptine est retrouvée dans les prolongements ainsi que dans
des corps cellulaires (figure 35, A et B). Ces résultats suggérent que les tanycytes ont endocyté la leptine
présente dans le gel, au niveau de leurs prolongements d’ou elle pourrait étre transportée jusqu’au

corps cellulaires.



-157 -

Face supérieure Face inférieure

Figure 35 : La leptine est internalisée par les tanycytes en culture sur insert.
A) Image de microscopie confocale de la face supérieure de I'insert montrant les corps
cellulaires des tanycytes apres 6 jours de mise en culture sur la membrane. Les cellules sont
incubées avec la leptine fluorescente (1pg/ml, magenta) pendant 60 min, fixées au PFA 4%
pendant 10 min, puis les noyaux (blanc) sont marqués au Hoechst pendant 30 min. Echelle
20 pm. B-C) Reconstitution en 3D de l'organisation des tanycytes sur la membrane
effectuée avec le logiciel ICY. Les images prises par microscopie confocale indiquent la
présence de la leptine fluorescente (magenta) dans les corps cellulaires (B) situés dans la
partie supérieure et dans les prolongements cellulaires (C) de la partie inférieure apres une
incubation de 60 min dans le gel de MB. Le repere orthogonale (x, y, z) indique la
profondeur (z) des plans (x, y) dans I'espace.
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L"utilisation de ce dispositif permet de suivre un transport de la leptine du compartiment inférieur
vers le compartiment supérieur, donnant ainsi la possibilité de suivre le transport de la leptine des
prolongements vers les corps cellulaires des tanycytes. Néanmoins, le volume du dispositif et
I'épaisseur du gel rend I'imagerie plus complexe et I'étude du transport de la leptine sur cellules
vivantes techniqguement impossible. C'est pourquoi je me suis tournée vers un autre modele de culture

utilisant des puces microfluidiques.

Il. CULTURE DES TANYCYTES SUR PUCES MICROFLUIDIQUES

I1.1. ORGANISATION DES TANYCYTES DANS LA PUCE

Le dispositif précédent utilisant un gel de membrane basale a I'avantage de reconstituer une
organisation tridimensionnelle qui se rapproche de la situation des tanycytes in vivo. Cependant,
I'imagerie et les méthodes d’analyse sont limitées. A terme, il serait aussi informatif de visualiser le
trafic de la leptine en temps réel, d'ou l'idée de développer une méthode d’approche différente
compatible a la fois avec le transport polarisé de la leptine et I'imagerie. Je me suis donc orientée vers
I'utilisation de puces microfluidiques (Xona microfluidics) dont la géométrie permet d’envisager une
séparation des corps cellulaires (compartiment A) et des pieds tanycytaires (compartiment B, figure 36,
A). Les deux compartiments sont connectés par des micro-canaux (10 um de large, 5 um de haut, 150
um de long) dans lesquels les prolongements pourraient s’étendre. Outre la géométrie, la diffusion des
liquides est complétement contrélée permettant de connaitre le sens de diffusion des molécules

d'intérét (gauche vers la droite 2*°).

Les tanycytes ont donc été mis en culture dans le compartiment A et régulierement observés
au microscope. Apres seulement 2 jours de culture, j'ai pu observer que des tanycytes émettent des
prolongements dans les micro-canaux et qu’ils rejoignent le compartiment B (figure 36, B). Apres 5
jours de culture, les tanycytes sont fixés et marqués pour I'actine. De longs prolongements riches en
actine sont visibles et traversent les canaux. Les prolongements ainsi formés, dépassent les 150 um de
long. De plus, quelques cellules en migration sont retrouvées dans les micro-canaux centraux ainsi que
dans le compartiment B, montrant que les corps cellulaires peuvent traverser des canaux de 10 um
(figure 36, C). Ainsi, une séparation physique peut s’établir entre I'extrémité du prolongement et le

corps cellulaire lorsque les tanycytes sont cultivés dans les puces.
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I1.2. LA LEPTINE EST INTERNALISEE PAR LES PROLONGEMENTS TANYCYTAIRES ET TRANSITE PAR
LES ENDOSOMES PRECOCES

Les tanycytes émettent des prolongements permettant de connecter les deux compartiments de
la puce. La géométrie des canaux et la différence de volume entre les compartiments empéchent la
diffusion des molécules du canal B vers le canal A. Ainsi, ce dispositif devrait permettre de suivre le
transport polarisé de la leptine puisque les prolongements cellulaires, mais pas les corps cellulaires,
pourront étre mis en contact de la leptine. Afin de caractériser ce transport, les tanycytes sont cultivés
pendant 5 jours sur les puces et de la leptine fluorescente est ajoutée (1 pg/ml) dans le compartiment
B. Apres 5 minutes, les cellules sont fixées puis les endosomes précoces (EEA1, jaune) et la vimentine
(Vim, magenta) sont marqués. Les images de microscopie confocale montrent que la leptine
fluorescente (cyan) est détectée dans les prolongements cellulaires et au niveau des corps cellulaires
(figure 37, B). Un certain nombre de structures positives pour EEA1 sont aussi positives pour la leptine.
Le marquage est punctiforme et principalement périnucléaire. L'ensemble de ces résultats suggérent
que la leptine a été endocytée au niveau des prolongements cellulaires et acheminée jusqu’au corps

cellulaire par les endosomes.

Ill.  CONCLUSION

Mes travaux sur les systémes de culture 3D ont permis de montrer que les tanycytes s’organisent
entre eux, et forment des jonctions cellulaires au niveau de leurs corps cellulaires et de leurs

prolongements, mimant I'organisation de barriére observée in vivo.

J’ai pu montrer également que la leptine est internalisée par les prolongements des tanycytes a la
fois dans la culture sur membrane 3D et sur puce la microfluidique, pour étre transportée jusqu’aux
corps cellulaires des tanycytes isolés. De plus, la leptine internalisée transite via les endosomes

précoces dans les tanycytes cultivés sur la puce microfluidique.

Ces systemes de culture in vitro sont particulierement intéressants et permettraient de suivre la
transcytose de leptine dans des tanycytes polarisées (culture 3D) et sur des cellules vivantes

(microfluidique).
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Figure 36 : Figure : Les tanycytes émettent des prolongements dans les canaux de

la puce microfluidique. A) Schéma d’organisation de la puce microfluidique, composée de 2
compartiments séparés par des micro-canaux d’une longueur de 150 pm. Les tanycytes sont
ensemencés dans le puit A et migrent vers le bas du puits et vers le compartiment B dans le sens
du fluide. Le sens de diffusion des molécules est unidirectionnel, de la gauche vers la droite. Apres
5 jours de culture, les cellules sont fixées au PFA 4%. B) Images de microscopie a contraste de
phase apres 2 jours de culture sur la puce microfluidique. Les fleches indiquent les prolongements
des tanycytes a travers les canaux qui contactent le compartiment B. C) Images de microscopie
confocale montrant les tanycytes marqués pour ’actine (magenta) apres 5 jours de culture et les
noyaux au Hoechst (blanc). Les fleches indiquent les tanycytes ayant traversé les micro-canaux.
Echelle 100 pm. L’image de droite représente un prolongement tanycytaire traversant sur les
micro-canaux. Echelle 20 pm.
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Figure 37 : La leptine est internalisée par les prolongements des tanycytes et
rejoint les endosomes précoces. A) Schéma d’organisation de la puce microfluidique
indiquant le sens de diffusion unidirectionnel des molécules (compartiment A vers B). Les
tanycytes sont ensemencés dans le puit A, et migrent vers les micro-canaux pour émettre des
prolongements dans le compartiment B. B) Images de microscopie confocale montrant les
tanycytes apres 3 jours de culture sur la puce microfluidique. Les cellules sont incubées en présence
de leptine pendant 5 minutes puis marquées pour la vimentine (Vim, magenta), les endosomes
précoces (EEAL, jaune) et les noyaux sont marqués au Hoechst (bleu). Les fleches blanches
indiquent la présence de la leptine dans les endosomes précoces. La fleche vide pointe la présence
d’endosomes précoces dans les prolongements des tanycytes. Echelle 20 pm.
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DISCUSSION GENERALE
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l. RECEPTEUR A LA LEPTINE OB-R ET INTERNALISATION

.1 — EXPRESSION DU RECEPTEUR A LA LEPTINE DANS LES TANYCYTES

La leptine est une hormone circulante. Une fois sécrétée par les adipocytes, elle rejoint la
circulation sanguine, puis I'hypothalamus pour réguler la balance énergétique et maintenir
I'hnoméostasie. L'action centrale de la leptine peut se faire uniquement si elle est transportée du sang
vers ses cibles hypothalamiques et les tanycytes jouent un role clé dans ce processus en contrélant
I’entrée des molécules au niveau de 'EM’2. Cependant, a ce jour, aucune étude n’a montré par quels
meécanismes la leptine est internalisée et transportée par les tanycytes. J'ai pu montrer au cours de ma
these que les tanycytes expriment le récepteur Ob-R et que 'internalisation de la leptine requiert la
présence de son récepteur. En effet, jobserve que 20% des tanycytes de la culture sont capables
d’internaliser la leptine et que ces cellules sont marquées par I'anticorps XPA. La leptine est co-

internalisée avec I'anticorps, suggérant la formation d’un complexe lors de I'endocytose.

Pourquoi une faible part seulement des tanycytes in vitro exprime le récepteur et donc
internalise la leptine ? Plusieurs hypotheéses pourraient permettre de répondre a cette question. In vivo,
les tanycytes représentent une population hétérogene et sont classés en différents sous-types selon
leur répartition et leur organisation le long du 3e ventricule et dans 'EM : les tanycytes a-1, a-2, B-1 et
B-22°%68 Néanmoins, au cours des derniéres années les études montrent que chaque sous-groupe de
tanycytes présente des phénotypes et caractéristiques propres®. En effet, il est également important
de prendre en considération I'interaction des tanycytes avec les cellules neuronales et endothéliales et
la différence dans I'expression des génes des différents tanycytes®? 4. De cette maniére, il est possible
d’imaginer que la culture primaire de tanycytes est également hétérogene, et qu’un seul sous-type de
tanycytes exprime le récepteur a la leptine et qu’il pourrait s’agir du sous-type B montré comme capable
de transporter la leptine dans I'EM’?. La proposition faite d’une nouvelle classification plus compléte®?,
prenant en compte I'expression des génes et de nouveaux marqueurs cellulaires semble nécessaire afin
de cibler plus spécifiqguement un sous-groupe et de mieux comprendre leur fonction dans le transport
moléculaire et la régulation du métabolisme énergétique® . Je me suis focalisée sur le marquage
DARPP32 exprimé par I'ensemble des tanycytes, et FGF10 exprimé par les tanycytes B mais il serait
nécessaire d’utiliser d’autres marqueurs plus spécifiques pour caractériser la culture®. Récemment
identifiés par la technique RNAseq, des marqueurs tels que Adm et Col25a1 permettraient d’identifier

les tanycytes p2 64257258,
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La seconde hypothese pour expliquer le faible pourcentage de cellules leptine-positives
pourrait étre le niveau d’expression des récepteurs a la leptine a la surface des tanycytes. Outre le fait
d’exprimer le récepteur Ob-R, la possibilité d’internaliser la leptine par les cellules dépend de la part
des récepteurs Ob-R présents au niveau de la membrane plasmique et disponibles au moment de
I'internalisation. C'est la résultante d’une balance entre : synthése des récepteurs, acheminement a la
membrane plasmique, internalisation dépendante ou indépendante de la leptine, recyclage et
dégradation *°. Plusieurs études réalisées in vitro sur des modeéles hétérologues ont mis en évidence
la présence de pools intracellulaires de récepteurs a la leptine principalement au niveau du
golgi/TGN?°*205 Or, seulement une faible partie (5-20%) des récepteurs Ob-R néo-synthétisés et
accumulés a ce niveau est adressée a la membrane plasmique pour induire une activation des voies de
signalisation. Ceci peut s’expliquer par une endocytose constitutive du récepteur, indépendante de la
fixation de la leptine et qui ne conduit pas a un recyclage mais a une dégradation de Ob-R par les
lysosomes 29211 C’est |'observation qui a été faite sur les cellules Hela par I'équipe de Yves Rouillé
montrant, que l'internalisation de Ob-Ra et Ob-Rb est constitutive 2%, Les auteurs ont également
montré plus tard, que les récepteurs Ob-Ra et Ob-Rb sont ubiquitinylés au niveau de leur queue
cytoplasmique (sur deux résidus lysine), un processus requis uniquement dans le cas de I'isoforme Ob-
Ra lors de I'endocytose dépendante de la clathrine®®. L'ubiquitination affecte la dégradation des
récepteurs et plus généralement leur trafic, modulant I'exposition des récepteurs a la surface cellulaire

et la voie empruntée dans la cellule 2°°.

La machinerie impliquée dans la régulation de I'expression des récepteurs Ob-R a la membrane

reste encore a déterminer mais I'implication de certaines familles de protéines a émergé depuis les

années 2000. Des auteurs ont montré I'implication d’une protéine de la famille des endospanines,
I'endospanine-1, également connue sous le nom de Ob-RGRP (Ob-R gene-related protein) ou LEPROT
(leptin receptor overlapping transcript), dans la régulation de I'adressage a la membrane plasmique des
récepteurs a la leptine. Cette protéine codée par le méme géne que le récepteur a la leptine est
présente dans les endosomes?®. C’est un régulateur négatif de I'expression du récepteur Ob-Rb a la

surface cellulaire?!*

. Quelques années plus tard, les travaux de Séron et collaborateurs ont montré
I'interaction de I’endospanine-1 avec le récepteur Ob-Rb et son rdle dans la modulation de son
expression a la surface membranaire en I'adresssant, des endosomes vers les lysosomes, favorisant
ainsi sa dégradation®!. L’endospanine-1 est définie comme un intégrateur hypothalamique impliqué
dans le controle de la signalisation du récepteur a la leptine et son inactivation favorise un recyclage du

récepteur a la membrane plasmique et donc la disponibilité d’Ob-R & la surface cellulaire 215261,262,
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D’autres protéines ont également été identifiées comme impliquées dans la régulation du trafic
intracellulaire du récepteur Ob-R telles que les protéines du syndréme de Bardet-Biedl (BBS). Dans le
syndrome de Bardet-Biedl (maladie génétique), les protéines BBS, sont impliquées dans le trafic de
récepteurs dans les neurones?®3. Des mutations dans les génes BBS conduisent chez les patients atteints
ce syndrome, au développement d’une obésité caractéristique 2°*. Dans la famille des protéines BBS, 8
sont connues, dont BBS1 et BBS2, pour interagir avec Ob-R et jouer un réle dans son adressage a la
surface cellulaire. Contrairement au role négatif de I'endospanine-1, la protéine BBS1 va favoriser la
présence du récepteur Ob-R a la surface de la cellule, et le rendre disponible pour la leptine. Ainsi, chez
la souris, une délétion de BBS1 dans les neurones qui expriment Ob-Rb, empéche la fixation de la leptine
sur son récepteur. La leptine ne pouvant induire son action anorexigene, ces souris développent une
obésité 26526,

L'ensemble de ces travaux montrent que la régulation du trafic du récepteur a la leptine OB-R
est un mécanisme central dans la mise en place de I'obésité. Il est doncimportant de mieux comprendre
les acteurs impliqués. L'étude de I'expression et de la signalisation du récepteur Ob-R reste néanmoins
difficile. La faible expression de Ob-R au niveau de la membrane plasmigue associée a un manque
d’outils de détection constituent un frein dans son suivi et rend difficile son étude dans des systemes
non surexprimés. Afin de mieux comprendre sa régulation et les processus mis en jeu, il est primordial

de développer et d’utiliser de nouveaux modeles.

I.2- ROLE PHYSIOLOGIQUE DU RECEPTEUR OB-R DANS LES TANYCYTES

Lors de mes travaux et grace a |'utilisation de I'anticorps XPA qui reconnait le domaine CRH1
du récepteur a la leptine et de la leptine fluorescente, j'apporte des évidences qu’une partie des
tanycytes in vitro semblent endocyter la leptine grace a son récepteur ObR. Ces résultats ont été
intégrés dans un article réalisé en collaboration avec I'’équipe de Vincent Prévot qui montre 'implication
du récepteur Ob-R dans le transport et I'action centrale de la leptine au niveau des tanycytes. Ces
résultats ont été obtenus grace a un modele de souris LepRloxP/loxP qui permet, par injection
stéréotaxique dans le 3e ventricule de la recombinase Cre recombinante capable d’entrer dans les
cellules (tat-Cre), de cibler les cellules bordant le 3e ventricule et de supprimer le récepteur Ob-R,
spécifiqguement dans les tanycytes. L’ablation de Ob-Ra et Ob-Rb ainsi obtenue conduit a une obésité
modérée et a une augmentation de 'adiposité chez les souris. Cette inhibition empéche le transport de

la leptine vers ses cibles neuronales présentes dans le NA dont notamment les neurones POMC et AgRP
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conduisant a une augmentation de la prise alimentaire et a une accumulation de lipides (voir article
page 8). Ces données sont en lien avec des travaux montrant qu’une délétion de Ob-R dans ces deux

populations neuronales conduit & une augmentation de I'adiposité?7268 |’

ensemble s"accompagne par
une altération du contréle central de I'homéostasie du glucose et au niveau périphérique par une
déficience de fonction des cellules B-pancréatiques. De maniére intéressante, on retrouve une sous-
expression des genes de réponse a 'action de la leptine dans le NA quand le récepteur Ob-R est

supprimé dans les tanycytes.

L’association de nos données in vitro et in vivo, montre clairement que les tanycytes expriment
le récepteur a la leptine et que celui-ci est fonctionnel. De plus, I’'expression du récepteur est essentielle
pour la transcytose de la leptine dans les tanycytes et son transport du sang vers le LCR afin de rejoindre
ces cibles neuronales dans le NA. De maniere générale, ce transport induit par Ob-R semble jouer un
role vital dans le contréle de la fonction des cellules B-pancréatiques, le stockage lipidique et

I"homéostasie du glucose.

Malgré ces résultats, la littérature récente jette le trouble sur I'expression du récepteur Ob-R
dans les tanycytes. En effet, des travaux publiés en 2019 par I'’équipe de Blackshaw suggérent que le
récepteur Ob-R n’est pas exprimé dans les tanycytes ou en trés faible quantité. Néanmoins, comme
expliqué précédemment, les méthodes de détection du récepteur a la leptine étant une limite
importante, il est possible que les techniques utilisées ne soient pas assez sensibles pour le détecter.
Les auteurs montrent également que la délétion de Ob-R dans les tanycytes n’affecte pas I'activation
de la signalisation STAT3 dans les neurones hypothalamiques !, facteur final d’activation de la voie

2 %9 pour lequel le récepteur a la

induite par Ob-R. Dans ces travaux, le modeéle de souris Rax-CreERT
leptine est délété sélectivement dans les tanycytes est utilisé. La recombinaison dépendante de
I'expression de la recombinase Cre exprimée dans les tanycytes est induite apres une injection
intrapéritonéale de tamoxiféne ou par ingestion de nourriture contenant le tamoxiféne. Or, il est
important de considérer que cette molécule est connue pour altérer structurellement le cytosquelette
d’actine, et pour interférer plus globalement, lors d’une prise prolongée, avec la régulation du
métabolisme et I’axe de reproduction ?’°. Ces altérations physiologiques globales pourraient masquer
les effets de la délétion du récepteur Ob-R dans les tanycytes.

Dans notre étude, nous utilisons une autre méthode qui a permis de s’affranchir de ces effets
indésirables par l'injection de tat-Cre recombinase directement dans le 3e ventricule des souris
70271 ’ansemble des cellules bordant le ventricule sont touchées, dont les tanycytes, les cellules

épendymaires et le plexus choroide. Cependant, il est important de noter que quelques neurones du

parenchyme peuvent étre également recombinés par diffusion de la tat-Cre 272,
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Pour tenter de trancher et ajouter un niveau de preuve supplémentaire a I'action du récepteur
alaleptine, il serait intéressant d’utiliser le modele de rat Koletsky fak/fak (SHROB) qui, en conséquence
d’une mutation récessive non-sens, n’exprime pas le récepteur a la leptine?’®. Les rats porteurs de cette
mutation développent une obésité associée a une hypertension, une hypertriglycémie, une
hyperlipidémie et hyperinsulinémie. Il serait donc intéressant d’effectuer une culture primaire de
tanycytes de rats SHROB et de les incuber en présence de leptine fluorescente afin de voir I'effet d’'une
délétion de Ob-R dans les tanycytes in vitro. Je m’attends a ce que la leptine ne soit pas internalisée par
ces tanycytes et que I'endocytose soit bloquée. L'étape finale de cette expérience serait de transfecter
ces tanycytes avec un plasmide codant pour Ob-Ra et Ob-Rb dans le but d’observer une restauration
de I'endocytose de la leptine et déterminer dans quelle mesure les deux isoformes sont impliqués dans

Ce processus.

I.3 — ENDOCYTOSE DE LA LEPTINE, UNE SEULE VOIE IMPLIQUEE ?

Au cours de ma thése, j’ai montré que la leptine est internalisée par la voie d’endocytose
dépendante de la clathrine. L'inhibition de cette voie par |'utilisation d’'un mutant dominant négatif de
I'Epsine-15 et d’'un ARN interférent dirigé contre la chaine lourde de la clathrine, induit un blocage de
I'internalisation de la leptine fluorescente. Mes résultats sont en accord avec les travaux réalisés par

Belouzard et Rouillé en 2006 2%

, qui montrent que les récepteurs Ob-Ra et Ob-Rb sont internalisés par
la voie dépendante de la clathrine. De plus, une étude portant sur le transport d’une autre hormone
métabolique dans les tanycytes de 'EM, la ghréline, suggére également que son endocytose dépend
de la clathrine 3. Cependant, on peut se demander si I'endocytose dépendante de la clathrine constitue
la seule et unique voie d’internalisation empruntée par la leptine dans les tanycytes ? En effet, mes
données indiquent un pourcentage de colocalisation seulement de 30% entre la leptine et la clathrine
ce qui pourrait suggérer I'implication d’une autre voie d’internalisation pour la leptine et le récepteur
Ob-R par les tanycytes. L'observation des tanycytes en culture au microscope électronique a attiré
notre attention sur la présence d’un autre type d’invaginations membranaires de forme plus allongée,
qui contrairement aux vésicules de clathrine ne posséde pas de zone dense autour de la vésicule,

caractéristique du manteau de clathrine. Ces structures pourraient s’apparenter a des cavéoles (figure

38, A).

Identifiées la premiere fois par I'équipe de Georges Palade dans les années 1950, le role des
cavéoles dans l'internalisation de complexe hormone/récepteur a été mis en avant au cours du

processus de transcytose dans les vaisseaux sanguins 8. On les retrouve également dans les cellules



-168 -

endothéliales de la barriére hémato-encéphalique présentes dans le NA®®. De plus, dans I’hypothalamus
médio-basal, la cavéoline-1 serait retrouvée dans les tanycytes B mais pas dans les tanycytes a. Elle est
exprimée au niveau apical mais également au niveau des prolongements des tanycytes B1 et B2 %2,
Cette distribution pourrait traduire une différence dans les mécanismes de transport des molécules par
les différents types de tanycytes. Pour éclairer le réle possible des cavéoles dans I'endocytose de la
leptine par les tanycytes, j'ai réalisé un marquage de la cavéoline-1 (cav-1) a différents temps
d’internalisation de la leptine L'observation d’un marquage punctiforme de cav-1 dans les cellules
valide la présence des cavéoles observés en ME dans les tanycytes (figure 38, B). De plus, environ 30%
de la leptine fluorescente colocalise avec Cav-1, apres 5 minutes d’internalisation (figure 38, C). Ces
données préliminaires suggerent qu’une partie de la leptine pourrait étre également internalisée dans
les vésicules de cavéoline dans les tanycytes. Cependant, il est nécessaire d’aller plus loin dans les
expériences pour montrer son implication fonctionnelle. Il serait en effet intéressant d’utiliser un ARN

interférant (sh-RNA) dirigé contre la cavéoline-1 ce qui permettrait d’éclairer son réle dans le processus

d’endocytose de la leptine par les tanycytes.

Il n’est pas absurde de penser qu’un complexe hormone/récepteur pourrait emprunter deux
voies d’endocytose différentes dans un type cellulaire. Selon la voie d’internalisation empruntée, un
cargo n’a pas la méme destination dans la cellule et va rejoindre différents compartiments, participant
au recyclage ou a la dégradation par exemple. De plus, a l'instar de I'EGF, une seconde voie
d’internalisation pourrait étre impliquée de maniéere dépendante a la concentration de leptine utilisée.
En effet, une quantité trop importante de leptine circulante pourrait étre acheminée dans les voies de
dégradation afin de limiter son passage dans le LCR et protéger les cibles hypothalamiques d’une
certaine toxicité. Dans ma culture de tanycytes, j'utilise une quantité de leptine de 2 ug/ml, or
physiologiquement, les rats ont un taux plasmatique de leptine circulante variant de 5 ng/ml en basal

a 9 ng/ml environ au pic de la journée selon les rythmes circadiens®’*

. Il est donc important de
considérer cette différence de concentration bien supérieure a la concentration physiologique, qui

pourrait conduire a I'activation d’autres voies de trafic ou encore de dégradation.
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Figure 38 : La leptine colocalise avec la cavéoline dans les tanycytes in vitro.
A) Image de microscopie électronique représentant des tanycytes apres 12 jours de culture.
Cav = cavéole (fleche noire) ; ccp = vésicule de clathrine (fleche blanche). Barre d’échelle
500 nm. B) Images de microscopie confocale de tanycytes maintenus dans du milieu de
restriction pendant 48h et incubés avec la leptine fluorescente (Lep, 2 pg/ml, vert) en
continu pendant 3, 5 et 10 min a 37°C. Apres 10 min de fixation au PFA 4% et une
perméabilisation au triton 0,1% pendant 5 min, les tanycytes sont marqués avec un
anticorps primaire dirigé contre cav-1 (rouge) puis révélés avec un anticorps secondaire
couplé a ’Alexa 555 et les noyaux des tanycytes sont marqués au Hoechst (bleu) pendant
30 min. Barre d’échelle 10 pm. C) Graphique de colocalisation de la leptine avec la
cavéoline-1 au cours du temps. Le graphique représente le pourcentage moyen de
colocalisation de la leptine avec la cavéoline-1 (%) £ SEM.
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.4 — ENDOCYTOSE DE LA LEPTINE, ACTION DE LA DYNAMINE ?

La dynamine est une protéine a activité GTPase contrdlant la fission membranaire, assurant
ainsi le détachement des vésicules d’endocytose de la membrane plasmique. L’action des dynamines a
été montrée dans divers processus d’endocytose dont ceux dépendants de la clathrine ou des cavéoles.
Il existe 3 dynamines, la dynamine-1 et la dynamine-3 étant principalement exprimées dans le cerveau,

tandis que la dynamine-2 est exprimée de facon ubiquiste 7.

Des résultats préliminaires m’ont permis de suggérer 'implication de la dynamine dans le
processus d’internalisation de la leptine dans les tanycytes. En effet, I'inhibition non spécifique de
I'activité GTPase des dynamines par l'utilisation d’'un agent chimique tel que le dynasore altere
I'endocytose de la leptine. Le dynasore est un inhibiteur réversible et non compétitif de I'activité
GTPase de la dynamine 1 et 2 qui pénétre a travers les membranes?’®. J’observe dans les tanycytes pré-
traitées avec le dynasore (50 uM, 30 min) un blocage de I'endocytose de la leptine. Cette observation
a également été faite lors du suivi de I'internalisation de la transferrine dans une culture de fibroblastes
aprés traitement avec le dynasore (80 uM)?”’. De plus, mes données indiquent une inhibition partielle
de I'entrée de leptine fluorescente dans les tanycytes aprés 5 et 15 min d’internalisation en présence
de dynasore (figure 21, B). L'utilisation d’une concentration de dynasore de 80 uM, semblable a celle
utilisée dans I'étude citée précédemment permettrait peut-étre une meilleure inhibition de
I'endocytose de la leptine. C'est ce que montre Hong et collaborateurs dans leurs travaux sur des
cellules HEK293. En effet, |'utilisation du dynasore conduit a une réduction de l'internalisation d’une

leptine radiomarquée dépendante du récepteur Ob-Ra et cette inhibition est dose-dépendante?®.

L'utilisation du dynasore m’a permis de seulement de suggérer I'implication des dynamines dans le
processus d’endocytose de la leptine dans les tanycytes. Les données obtenues avec un inhibiteur
chimique tels que le dynasore sont a prendre avec précaution d’autant que des effets non spécifiques
aux dynamines ont été rapportés notamment au niveau du cholestérol, des radeaux lipidiques et de
I'organisation de I'actine 2’8, Afin de valider le réle fonctionnel d’une dynamine dans I'endocytose de
la leptine par les tanycytes, il sera nécessaire d’utiliser d’autres outils. Par exemple, je pourrais évaluer
I'impact sur I'endocytose de leptine de I'expression du mutant dominant négatif K44A des différentes
dynamines, mutant connu pour empécher la formation des vésicules d’endocytose 2”°?%. Ou bien tout
simplement réduire spécifiqguement I'expression de chacune des isoformes de dynamines par ARNs

interférents.
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Il. SIGNALISATION DE LA LEPTINE ET TRAFIC INTRACELLULAIRE

J’ai pu montrer au cours de ma thése qu’une forme mutée de la leptine (LAN) qui a la capacité de
se fixer sur le récepteur OB-R sans en activer les voies de signalisation était tout aussi efficacement
internalisée par les tanycytes que la leptine sauvage (figure 27). En accord avec les travaux de I'équipe
d’Yves Rouillé 2%, ces résultats indiquent clairement que I'internalisation du récepteur est constitutive
et indépendante de son activation par la leptine. Cependant, une fois la leptine internalisée, son
transport intracellulaire semble étre en partie contrblé par les voies de signalisations induites par

I'activation du récepteur puisque la leptine LAN reste bloquée dans les endosomes précoces.

Un tel lien entre transport vésiculaire et signalisation n’est pas nouveau. Par exemple, dans
I'endocytose dépendante de la clahrine, la B-arrestine qui intervient comme adaptateur entre la
clathrine, le complexe AP-2 et les RCPG, interagit avec certains composants de la voie des MAPK (Raf,
ERK) et Src. Elle participe ainsi a la régulation de cette voie de transduction en permettant la formation
et l'organisation de complexes protéiques de signalisation dans les différents compartiments
intracellulaires?!. Des études ont également montré le réle prépondérant que joue la dynamine dans
I'établissement des voies de signalisation. En effet cette protéine interagit, via son domaine de liaison

SH3 avec des protéines de la voie de signalisation des MAPK comme GRB2 et SOS modulant leur activité

282,283

Ainsi, il faut imaginer que certaines protéines de I’endocytose et du trafic intracellulaire en général
puissent faire le lien entre I'activation des récepteurs membranaires et certains composants des voies
de signalisation, et que les différents compartiments nécessaires a I'endocytose constituent parfois de

véritable plateforme de signalisation.

1.1 — IMPLICATION DE LA VOIE DES MAPK DANS LE TRAFIC INTRACELLULAIRE

Les données in vivo et in vitro publiées par nos collaborateurs ont montré que le transport de
la leptine nécessite 'activation de la voie ERK dans les tanycytes et que cette signalisation est altérée
chez les souris rendues obéses par un régime riche en gras (Diet-induced obesity, DIO)’2. Mes travaux
montrent que l'inhibition de la voie ERK conduit au blocage de la leptine dans les endosomes précoces
(figure 30, A et B). Ceci met en exergue le lien existant entre la signalisation de la voie MEK/ERK et le
trafic intracellulaire dans les tanycytes. Néanmoins, comment cette voie intervient dans le transport

intracellulaire reste une question posée.
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La majeure partie de ERK1/2 et les autres composants de la cascade ERK vont rejoindre le noyau
cellulaire, et seule une petite partie va se retrouver au niveau des différents compartiments
intracellulaires %%, La protéine MEK1/2 ciblée par I'inhibiteur U0126 est une MAPKKs spécifique de la
cascade de signalisation qui se localise dans le cytoplasme et au niveau nucléaire afin de réguler la
transcription de ERK qui va relayer son signal. Plusieurs études montrent que MEK1/2 et ERK1/2 sont
localisées dans les endosomes précoces, dans lesquels ils sont recrutés par la B-arrestine 2. Ces
données sont en accord avec les résultats obtenus lors de I'utilisation du LAN ou de I'inhibiteur U0126
dans les tanycytes. On pourrait de la méme fagon imaginer que les protéines MEK1/2 et ERK1/2 dans
les tanycytes sont recrutées au niveau des endosomes précoces par le méme processus, et il serait

intéressant de tester cette hypothese.

Le trafic intracellulaire jouerait également un réle majeur dans la transduction du signal
principalement par la fixation du ligand sur le récepteur entrainant I’'endocytose. Dans le cas de 'EGFR,
Teis et collaborateurs montrent que c’est a I'étape de transite dans les endosomes tardifs qui
contiennent la protéine MP1 (MEK1-partners), que la voie ERK pourrait avoir une activité de régulation
du trafic intracellulaire. En effet, cette protéine MP1 en association avec p14 est capable de lier MEK1,
ERK1 et ERK2 et de recruter ERK a la proximité du récepteur EGFR actif dans ces endosomes €. Ainsi,
le sort du récepteur EGFR peut dépendre de la signalisation au niveau des endosomes, comme suggéré
pour le complexe leptine/Ob-R. Or contrairement a I'EGF, la leptine va ressortir de la cellule, et donc
emprunter une voie de sortie qui pourrait faire intervenir les kinésines/dynéines, qui sont des cibles

potentielles de ERK 287,

I1.2 — QUEL LIEN ENTRE LA VOIE DE L’EGFR ET DE LA LEPTINE ?

J'ai pu démontrer que la signalisation du récepteur a la leptine Ob-R et I'EGFR jouent un réle
crucial dans le processus de transcytose par lequel la leptine est transportée jusqu’a I"hypothalamus.
En effet, I'activation de la voie ERK est nécessaire au transport de la leptine par les tanycytes et son
inactivation (U0126 ou LAN) entraine un blocage du transport de la leptine, qui est ensuite restauré en
présence d’EGF (figure 30). A l'instar de la leptine, I'utilisation de I'EGF dans les tanycytes active
également la voie ERK. Ceci corréle avec les données publiées par Balland et collaborateurs in vivo
montrant qu’un traitement a I'EGF permet de restaurer la sensibilité des souris DIO a la leptine

périphérique, et d’inverser I'état de résistance centrale a la leptine chez ces animaux 2.
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Notre étude permet aujourd’hui d’aller plus loin dans la compréhension du lien qui existe entre
la voie de Ob-R induite par la leptine et la voie de 'EGFR. L'activation de Ob-R dépendante de la leptine
entraine une activation précoce de I'EGFR dans les tanycytes, suggérant une connexion entre ces deux
voies de signalisation (figure 2 de I'article). De plus, les données obtenues par Julie Dam sur les cellules
HEK293 co-transfectées, indiquent une interaction physique directe entre 'EGFR et I'Ob-R suggérant
une possible collaboration entre les deux récepteurs impliqués dans |'activation de la voie de

signalisation de ERK.

Afin d’observer s’il existe dans les tanycytes in vitro, une telle collaboration entre les deux voies
Ob-R et EGFR, j'ai réalisé en fin de these une expérience préliminaire dans laquelle j'ai co-incubé les
tanycytes avec de la leptine fluorescente (2 pg/ml) et de 'EGF TRITC (10 ng/ml) pendant 15 min a 37°C.
J’ai pu observer que les tanycytes sont capables d’internaliser la leptine et également I'EGF (figure 39).
Néanmoins, il est difficile de déterminer la part de leptine qui colocalise avec I'EGF fluorescente car son
niveau de détection est faible et proche du bruit de fond. La concentration utilisée d’EGF-TRITC pourrait
étre augmentée en prenant en compte le fait que sa voie d’endocytose est dépendante de sa
concentration et qu’elle pourrait emprunter une autre voie de transport comme la voie de la

dégradation par exemple.

Jai ensuite tenté de déterminer I'importance de la signalisation de I'EGFR dans le transport de
la leptine dans les tanycytes grace a |'utilisation d’un inhibiteur de la signalisation de I'EGFR. L’ utilisation
de Erlotinib dans les tanycytes n’a pas conduit a un blocage du transport dans les cellules, mais m’a
permis de montrer un ralentissement de la sécrétion de la leptine par les tanycytes in vitro. En effet,
I'inhibition de EGFR ne semble pas empécher la leptine de se fixer sur son récepteur Ob-R et d’activer
la voie ERK sous-jacente. Ces données suggérent qu’il existe une interaction entre les voies activées par
les deux récepteurs impliqués soulignant I'importance de la signalisation dans le transport de la leptine
par les tanycytes. Il reste a déterminer comment 'activation de I’'EGFR par I'EGF va moduler I'effet de
la leptine sur les voies du récepteur a la leptine Ob-R incluant I'activation de ERK ou le relargage de la

leptine.
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Figure 39: Internalisation de la leptine et de PEGF fluorescent par les
tanycytes n vitro. A) Images de microscopie confocale a grand champs montrant les
tanycytes incubées en présence de leptine fluorescente (blanc, 2 pg/ml) et de TEGF-TRITC
(rouge, 10 ng/ml) pendant 15 min. Les cellules sont fixées au PFA 4% pendant 10 min,
lavées puis les noyaux sont marqués au Hoechst (bleu). Les carrés blancs représentent des
zooms pour des cellules positives a la fois pour la leptine et pour PEGF. Barre d’échelle 20
pm.

IIl. LES VOIES DE TRANSPORT INTRACELLULAIRES

I1l.1- UNE SEULE VOIE POUR LE TRAFIC DE LA LEPTINE ?

Mes travaux ont commencé a défricher les mécanismes qui assurent le transport de leptine dans
les tanycytes. J'ai pu ainsi caractériser les compartiments empruntés par la leptine dans les tanycytes
apres son internalisation. La leptine est d’abord localisée dans les endosomes précoces, premier
compartiment que rejoint un ligand et son récepteur dans les différentes voies d’endocytose. Ces
résultats sont en accord avec I'étude de I'internalisation de la leptine radio-marquée (125I-leptin) dans
des cellules HEK293 surexprimant le récepteur Ob-R qui montre un passage de la leptine par les
endosomes précoces, positifs pour Rab5, atteignant un pic aprés 10 minutes d’internalisation 2. J'ai
montré également que dans les tanycytes, une partie de la leptine transite dans les endosomes de
recyclage positifs pour Rab11 et dans les lysosomes grace a |'utilisation du Lysotracker. Cependant, il
est important de noter que bien que le lysotracker ait une forte affinité pour les compartiments trés
acides, ce n’est pas l'outil optimal pour démontrer spécifiguement l'intervention de la voie des

lysosomes. La protéine LAMP-1 est communément utilisée comme marqueur des lysosomes %8, Lors
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d’une expérience préliminaire, j’ai pu observer un marquage punctiforme de LAMP-1 qui colocalise
partiellement avec la leptine aprés 15 minutes d’internalisation dans les tanycytes. Résultat qui est
également en accord avec I'étude de Wilcke et Walum #*® montrant que de la 125l leptine colocalise

avec les endosomes tardifs et la protéines LAMP-1, compartiments ou s’accumule également I'EGF.

Ces données soulévent de nombreuses questions quant au devenir de la leptine et de son
récepteur. En effet, la leptine et son récepteur emprunte-t-ils plusieurs voies d’internalisation ? Le

récepteur accompagne-t-il la leptine tout au long de son transport ?

Un complexe ligand/récepteur peut prendre différentes voies au cours de son transport. Dans
une cellule polarisée, le complexe peut se dissocier ; le ligand suivre la transcytose, au cours de laquelle
il est transporté vers le pole opposé de la cellule pour étre ensuite sécrété et le récepteur peut alors
suivre deux voies, la voie de recyclage assurant un retour a la membrane plasmique, ou la voie de
dégradation par les lysosomes. Nous pouvons avancer |’hypothése que le complexe leptine/Ob-R se
dissocierait dans les endosomes précoces, donnant lieu au recyclage du récepteur Ob-R a la membrane.
En effet, aprés son internalisation, le complexe leptine/Ob-R entre premiérement dans les endosomes
précoces, compartiment dans lequel beaucoup de ligands se dissocient de leurs récepteurs pour étre
ensuite acheminés vers les endosomes tardifs ou les lysosomes. De plus, il a été montré que le recyclage
d’un récepteur directement a la membrane peut se faire directement via les endosomes précoces

(65%) ou les endosomes de recyclage (35%) 1972, Cette hypothése restant a étre vérifiée, il serait

intéressant de réaliser des co-marquages a la fois du récepteur Ob-R (XPA) a la leptine et des différents
compartiments empruntés tel que Rabll, ou LAMP1 a différents temps d’internalisation. Ceci
permettrait de mieux comprendre I'évolution de l'interaction entre la leptine et son récepteur au cours
du trafic intracellulaire. Il est également important de considérer le manque de polarité cellulaire dans
notre culture, nécessaire pour permettre le bon acheminement des molécules comme les récepteurs
dans les différents compartiments et éviter un transport hasardeux dans la cellule non organisée. Ou

et quand pourrait avoir lieu la dissociation du complexe leptine/Ob-R dans les tanycytes reste une

question posée.

Mes données obtenues avec le lysotracker et la bafilomycine montrent que la leptine
s’accumule dans des compartiments acides tels que les lysosomes. L’altération du transport de la
leptine lors du traitement a la bafilomycine pourrait étre expliqué par le fait que I'acidification des
vésicules et donc le pH régule le trafic intracellulaire. En effet, on peut penser qu’un blocage de
I'acidification conduit a l'inhibition de la fusion des endosomes entre eux mais également la fusion a la
membrane plasmique, empéchant ainsi le transite de la leptine dans le tanycytes. De facon

intéressante, outre leur role dans la dégradation, les lysosomes peuvent également jouer le réle
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d’organelles sécrétoires’®. Dans le cas de I'étude de la transcytose, la leptine pourrait étre transportée
dans les différents compartiments puis directement sécrétée au pdle cellulaire opposé par une
sécrétion lysosomale, soulevant ainsi la question de sa régulation. Les lysosomes constituent-ils le

compartiment réalisant I’'exocytose de la leptine dans les tanycytes ?

15min | Lep

Figure 40 : La leptine colocalise avec LAMP-1. Images de microscopie confocale montrant
les tanycytes incubés avec la leptine fluorescente (2 pg/ml, rouge) pendant 15 minutes et marqués
avec un anticorps dirigé contre la protéine LAMP-1 (vert). Les cellules sont révélées avec un
anticorps secondaire couplé a ’Alexa 488 et les noyaux marqués au Hoechst (bleu). En blanc, le
masque de colocalisation obtenu avec le logiciel ICY. Les carrés représentent les zooms et les
fleches blanches indiquent des exemples de pixels colocalisés. Barre d’échelle 10 pm.

I11.2. QUELS COMPARTIMENTS POUR LA SECRETION DE LA LEPTINE ?

Une fois internalisée par les tanycytes, la leptine est transportée dans les différents
compartiments qui assurent le transport intracellulaire, puis sécrétée dans le LCR. Le compartiment
intracellulaire « final » qui assure la sécrétion de leptine n’a pas été identifié a ce jour. Les différentes
étapes du trafic membranaire intracellulaire sont assurées grace aux processus successifs de fusion
entre les membranes des différents compartiments cellulaires. La fusion membranaire est controlée
par la formation de complexes SNARE qui assurent le rapprochement des membranes a fusionner.
Chaque compartiment ne posséde pas les méme protéines SNAREs et chaque fusion fait intervenir
spécifiquement un complexe SNARE donné *°*. Connaitre les protéines SNAREs responsables de la

sécrétion de leptine m’aiderait donc a identifier le compartiment cellulaire impliqué.

Les données que j'ai obtenues avec la toxine botulique C, qui clive spécifiquement la syntaxine
1A, 2 et 3 et SNAP25 chez le rat, suggérent une implication d’une de ces protéines dans la sécrétion de
la leptine par les tanycytes. De maniéere intéressante, une étude réalisée par Rexford et collaborateurs
en 1999, montre que dans le cerveau de souris ob/ob et db/db les protéines Syntaxine-1, SNAP-25, et

synaptobrevine (VAMP2) sont moins exprimées que chez les contréles 2%, Or, un traitement des
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animaux avec des injections de leptine permet de normaliser les niveaux de la Syntaxine-1 et de SNAP-
25 dans les souris ob/ob. De la méme fagon dans les tanycytes, la syntaxine 1A et SNAP-25 pourraient
donc étre impliquées dans la sécrétion de la leptine. Mais quand est-il de I'implication des protéines

VAMP dans cette sécrétion ?

L’équipe de Vincent Prévot a utilisé un modele de souris iBot (induced botulin toxin), pour étudier
les effets métaboliques induits par I'expression de la toxine botulique de type B (BoNT/B) dans les
tanycytes in vivo. Ce modéle de souris transgénique a été créé par I'équipe de Franck Pfrieger®° dans
notre institut. Elles expriment de facon inductible (systéme recombinase Cre/loxP) la chaine légére de
la BoNT/B qui clive spécifiquement les protéines synaptobrévines VAMP-1, 2 et 3. Pour exprimer
spécifiqguement la toxine dans les tanycytes, I'injection de la tat-Cre recombinante se fait directement
dans le 3e ventricule. Le suivi des animaux dans les cages métaboliques a permis d’observer une
augmentation de la prise alimentaire chez les souris exprimant la BoNT/B, associée a une prise de poids
en comparaison aux contrdles. De plus, 12 semaines aprés linjection de tat-Cre, les animaux
deviennent intolérants au glucose. Ces données sont intéressantes car elles suggerent le réle d’au
moins, une de ces 3 VAMP, dans la régulation du métabolisme énergétique (M. Duguenne et V. Prévot,
résultats non publiés). De plus, des données préliminaires de I'équipe de Vincent Prévot montrent

également un enrichissement des protéines VAMP-2 et 3 dans les tanycytes.

C'est dans ce contexte que je me suis intéressée a I'implication des protéines VAMP au cours
de la sécrétion de la leptine dans les tanycytes in vitro. J'ai tout d’abord vérifié par western blot que les
tanycytes de rat en culture primaire exprimaient bien les protéines VAMP1, VAMP2 et VAMP3 (figure
4, A). D’un point de vue fonctionnel, j’ai souhaité me focaliser tout d’abord sur la protéine VAMP2, la
plus enrichie dans les tanycytes. En fin de these j'ai pu réaliser une expérience de suivi de leptine au
cours du temps dans des tanycytes infectés par un lentivirus exprimant un ARN interférent (sh-RNA)
dirigé contre -VAMP2. De facon intéressante, la diminution de I'expression de VAMP2 semble inhiber
la sécrétion de leptine par les tanycytes (figure 41), suggérant son implication dans le processus
d’exocytose de la leptine par les tanycytes in vitro. Néanmoins, ce résultat reste a analyser et a

confirmer en augmentant le nombre d’expériences.

Les différentes protéines SNARE citées précédemment, soit VAMP1, 2 et 3 ainsi que SNAP25 et
la syntaxine 1A, 2 ou 3, pourraient donc jouer un role dans la sécrétion de la leptine par les tanycytes.
Leur localisation est variable dans les différentes organelles de la cellule. En effet, on peut trouver les
protéines VAMP2 et 3 dans les endosomes précoces ou les endosomes de recyclage 2°3. Le complexe
Syntaxinel-SNAP25-VAMP2 est également spécifique des vésicules de sécrétion principalement dans

les neurones et les cellules neuroendocrines. Afin de confirmer I'implication des VAMP 1, 2 ou 3, il serait
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intéressant de suivre le transport de leptine et de doser la sécrétion de leptine (test Elisa) dans le milieu
d’une culture primaire de tanycytes de souris iBot, préalablement incubée avec la tat-Cre recombinase.
De plus, afin de cibler une seule protéine, il sera nécessaire d’étendre I'utilisation des shRNA aux autres

protéines VAMP, soit VAMP1 et VAMP3 dans la culture primaire de tanycytes de rat.

Bien que je n’en observe pas dans ma culture primaire, la présence de granules de sécrétion et
d’exosomes a été récemment observée dans les tanycytes ®. L'observation d’exosomes avait été
également faite par Horiguchi et collaborateurs®®* dans les pieds tanycytaires marqué pour CDS. Ces
compartiments intermédiaires situés entre les endosomes de tri et les endosomes de dégradation
pourraient étre impliqués dans le relargage de la leptine. Par |'utilisation des différentes neurotoxines
dans notre étude, nous n’avons pas ciblé la protéine SNARE VAMP7. En effet, cette protéine Ti-VAMP
(toxin insensitive — VAMP) est résistance aux différentes neurotoxine tétanique et botulique et n’est
donc pas clivée 2°°. Or, elle fait également partie des protéines SNARE enrichie dans les tanycytes
(données de Vincent Prévot) et intervient dans la fusion des exosomes avec les lysosomes 2%, ainsi
qu’avec la membrane plasmique 2%°. Verderio et collaborateurs ont montré, que Ti-vamp est exprimée

dans les astrocytes dans lesquelles elle régule la sécrétion lysosomale.

Il serait donc intéressant de tester I'implication éventuelle de cette protéine dans le mécanisme
de fusion entre les MVB ou les lysosomes et la membrane plasmique. Ce processus étant régulé par le
Ca2+ intracellulaire qui entraine la sécrétion des exosomes, la proposition d’utilisation un chélateur de
Ca2+ intracellulaire comme le BAPTA-AM est séduisante. Il permettrait d’observer son réle dans la

régulation de la sécrétion de la leptine par les tanycytes.
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Figure 41: Expression des protéines VAMP et inhibition de la protéine
VAMP-2 dans les tanycytes in vitro. A) Détection des protéines VAMP 1, 2 et 3 dans
les tanycytes in vitro par technique de Western blot. Les cellules PC12 sont utilisées comme

controle positif de VAMP2 et I’actine est utilisée comme controle de charge. B) Détection

de la protéine VAMP 2 dans les tanycytes apres infection par des lentivirus shRNA-
VAMP?2 (95) ou shRNA-CTR. Les tanycytes sont infectés pendant 72h avec le ShRNA-
VAMP2 ou C'TR avec des concentrations de 0,1 ou 1 pl de virus par boite. C) Images de

microscopie confocale montrant des tanycytes infectés par le sSiIRNA-VAMP2 ou shRNA-

CTR et incubés avec la leptine fluorescente (2 pg/ml) pendant 15min, lavés puis incubées

avec du milieu frais pendant 15min pour observer sa sécrétion. Echelle 10 pm.
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I1.3 — NECESSITE D’UN SYSTEME CELLULAIRE POLARISE ?

J'ai pu montrer au cours de ma these que le modeéle de culture primaire de tanycytes de rats
permettait de suivre linternalisation et la sécrétion de la leptine par les cellules. Néanmoins,
I'organisation des cellules en culture est différente de leur organisation au sein de I'éminence médiane.
En effet, les tanycytes sont localisés autour du 3¢ ventricule et forment une barriére protégeant
I"hypothalamus. Leur corps cellulaire contacte le LCR et leur prolongement est au contact de vaisseaux
fenétrés dans I'EM. La présence de jonctions serrées autour de leurs corps cellulaires assure
I'’étanchéité entre la circulation sanguine et le LCR et leur permet de contrbler les molécules
transportées de la périphérie vers le systéme central #°°1. Cette polarité caractéristique des tanycytes
est associée a leur capacité de transport et la reproduire in vitro constituerait un modele de choix pour
étudier les mécanismes moléculaires de la transcytose de la leptine par les tanycytes. C’est pourquoi,
j’ai tenté de développer un systeme de culture simplifié basé sur l'organisation cellulaire

tridimensionnelle des tanycytes de I'EM (systeme de culture 3D).

La barriere hémato-encéphalique s’entoure d’une lame basale continue qui est riche en
protéines telles que la laminine, la fibronectine, I'élastine ou le collagéne de type IV 2¥° . Les composants
de cette matrice construite par les cellules endothéliales notamment, permettent aux cellules de
maintenir les propriétés physiques nécessaires au réle de barriére qu’elle doit jouer en permettant aux
cellules de former des jonctions cellulaires. En effet, des travaux ont montré que le collagéne de type
IV, et la laminine guideraient la différenciation des cellules endothéliales de la barriere hémato-
encéphalique et la formation des jonctions serrées caractéristiques a celle-ci “6. C'est pourquoi, j ai
choisi le gel d’extrait de membrane basale (MB) riche en collagéene IV et en laminine pour mimer
I'environnement in vivo. Sur cette matrice, les tanycytes forment de longs prolongements qui se
projettent dans une seule direction suggérant que la MB contient un facteur déterminant pour leur
polarité. La formation des jonctions serrées observées entre les corps cellulaires des tanycytes souleve
I"hypothése que les tanycytes s’organisent et miment la barriere qu’ils forment in vivo. Néanmoins, la
question de I’étanchéité du systeme et de la « barriére » se pose. Des tests permettant de déterminer
la diffusion des molécules entre le compartiment inférieur et supérieur sont nécessaires. Il serait
notamment intéressant d’utiliser une molécule fluorescente telle que le bleu Evans, pour voir si la

« barriére » tanycytaire est étanche sur la membrane.
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De plus, la mise en place de jonctions serrées au niveau des prolongements tanycytaires insérés
dans I'extrait de MB soutient également I"hypothese d’une organisation des tanycytes entre eux. En
effet, cette observation a été faite in vivo par Rodriguez et collaborateurs démontrant que les
prolongements des tanycytes isolent le NA de I'EM via la formation de jonctions serrées a ce niveau .
On peut également penser que d’autres types de jonctions telles que les jonctions gap peuvent étre
présentes au niveau des prolongements des tanycytes qui s'organisent en réseau dans le gel de MB.

Ces jonctions, in vivo, sont marquées par la connexine-43 %’

et permettent la communication et la
synchronisation de tout le réseau de tanycytes en réponse aux variations environnantes. L'idée de
vérifier I'expression de ces jonctions dans notre systeme est séduisante et pourrait nous donner une

information sur la communication des tanycytes cultivés dans la MB.

L’optimisation de notre systeme est nécessaire et pour influencer favorablement la mise en
place de ces jonctions, il est possible de moduler différents parametres, dont notamment la densité
cellulaire. En effet, plusieurs couches se forment sur la membrane de l'insert, or in vivo, les corps
cellulaires des tanycytes forment une monocouche de cellules tout autour du 3e ventricule. Diminuer
le nombre de cellules pourrait permettre une meilleure organisation des corps cellulaires. Cependant,
il faudra également vérifier a maintenir un nombre suffisant de prolongements formés a travers la
membrane. Pour cela, différents facteurs de croissance peuvent étre utilisés comme le VEGF, la Sema7A

70271 D’autres paramétres

tous deux connus pour influencer I'organisation des tanycytes in vivo
peuvent étre testés pour déterminer la polarité cellulaire, comme I'organisation des compartiments
intracellulaires au niveau des deux pdles des tanycytes. En effet, I'expression des protéines des
jonctions serrées par les tanycytes n"'empéche pas seulement la diffusion des molécules de 'EM vers le
LCR °! mais régule également la polarité cellulaire et le trafic intracellulaire ?°. En effet, on peut
imaginer que les endomes soit peu nombreux dans les prolongements cellulaires par rapport a la zone
périnucléaire. Il serait donc intéressant de caractériser plus précisément dans ce systéme |'organisation
des différents compartiments tels que les endosomes précoces marqués par EEA1, les endosomes de

recyclage (Rab11) ou encore les lysosomes (LAMP1) tout au long de la cellule polarisée et de suivre le

transite de la leptine fluorescente dans chacun de ces compartiments.

Le second modéle que nous avons choisi permet de nous affranchir de la difficulté a imager les
cellules cultivées sur la membrane et dans le gel et permet le contrdle des fluides dans la puce d’un
compartiment a un autre. L'utilisation de la puce microfluidique permet de séparer physiquement les
corps cellulaires des prolongements tanycytaires traversant les pores pour aller au contact du
compartiment opposé. Ce systeme est tres utile pour suivre linternalisation de la leptine qui est

rapidement captée par les prolongements des tanycytes puis transportée vers les corps cellulaires via
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un transite par les endosomes précoces. Il serait intéressant de poursuive les identifications des
compartiments intracellulaires empruntés par la leptine grace a des immunomarquages sur cellules
fixées ou en temps réel et de favoriser la formation des prolongements des tanycytes a travers les
canaux en utilisant des facteurs de croissances tel que le VEGF sécrété par les tanycytes’. De plus, le
but étant d’étudier le transport de la leptine, I'utilisation dans ce systeme de nos outils, tel que le LAN
ou l'inhibiteur de la voie ERK (U0126), permettrait d’altérer la transcytose de la leptine et de voir ou

elle se situe au sein de la cellule, au niveau des corps cellulaires ? dans les pieds tanycytaires ?

L'utilisation de ce type de modele en culture 3D in vitro pour les tanycytes est a ma
connaissance le premier développé. Néanmoins, les résultats obtenus sur ces deux systemes sont pour
le moment préliminaires et nécessitent d’étre poursuivis. Les possibilités d’utilisation sont multiples,
sur cellules vivantes ou fixées et au-dela de la caractérisation intracellulaire, I’étude des interactions
des tanycytes avec les cellules endothéliales constitue une idée intéressante. L’expression des genes et
la sécrétion de facteurs de régulation divers par des tanycytes peut varier au contact des cellules
environnantes °*%* et il serait intéressant de réaliser une co-culture de tanycytes avec des cellules

endothéliales ou neuronale.
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CONCLUSION GENERALE

L'obésité et ses conséquences métaboliques constituent aujourd’hui 'une des principales
causes de morbidité et de mortalité dans les pays développés. Il est clairement admis aujourd’hui que
I"'un des mécanismes impliqués dans la régulation centrale de la prise alimentaire est le transport des
signaux d’adiposité telle que la leptine de la périphérie jusqu’au cerveau. Cette hormone anorexigene,
sécrétée par le tissu adipeux, circule en quantité proportionnelle a la masse grasse corporelle, et agit
via son récepteur présent sur les neurones sensoriels du noyau arqué de I’hypothalamus afin d’induire
la satiété. Il a été démontré que les tanycytes, au contact des vaisseaux fenétrés de I'éminence
médiane, agissent comme “porte d’entrée” pour les molécules circulantes jusqu’a I’hypothalamus. En
effet, la leptine est transportée par les tanycytes des pieds vers le corps cellulaire apical ou elle est
sécrétée vers le liquide céphalo-rachidien afin d’atteindre ces cibles neuronales’?. Cependant, a ce jour
les mécanismes de transport de la leptine dans les tanycytes restent inexplorés. Or, une meilleure
compréhension de ces mécanismes est cruciale puisqu’il a été montré que le phénomeéne de résistance
a I'action de la leptine, observé chez des animaux rendus obéses, pourrait étre la conséquence d’un

transport défectueux de la leptine dans le cerveau?®®.

Mon travail de thése a permis de mettre en évidence les mécanismes par lesquels la leptine est
transportée par les tanycytes in vitro. En effet, nos données ont montré que la leptine est internalisée
avec son récepteur Ob-R par la voie d’endocytose dépendante la clathrine. Cette voie d’endocytose fait
intervenir d’autres acteurs importants tels que la dynamine et I'epsine 15 dans la régulation du
processus d’internalisation de ce complexe leptine/Ob-R. Aprées I'entrée dans la cellule, la leptine va
rejoindre différents compartiments dont les endosomes précoces, les endosomes de recyclage et les
lysosomes. J'ai pu montrer que ce trafic intracellulaire est dépendant de I'activation des voies de
signalisation sous-jacentes a I'activité du récepteur Ob-R dont les multiples acteurs sont recrutés dans
les différentes étapes. Enfin, j’ai également montré que la sécrétion de la leptine est régulée par les
protéines SNAREs. Les perspectives sont nombreuses. En effet, il serait judicieux d’aller plus loin et de
caractériser le compartiment de sécrétion de la leptine en utilisant par exemple le modele de souris
iBot. A plus long terme, il serait intéressant de réaliser les expériences fonctionnelles de cette étude en
utilisant une autre hormone métabolique, la ghréline, également transportée par les tanycytes afin de

découvrir les mécanismes impliqués dans son transport jusqu’a I’hypothalamus.



-185 -

Notre second objectif nous a conduit a I'utilisation de systemes in vitro innovants comme les
puces microfluidiques et les cultures sur extraits de membrane extracellulaire qui ont permis d’observer
un transport de la leptine par les pieds tanycytaires isolés vers les corps cellulaires et donc de reproduire
artificiellement I'organisation de I'éminence médiane. Pour la premiere fois, il est possible d’utiliser des
tanycytes polarisés en culture adoptant une organisation de barriére grace a la formation de jonctions
serrées. De nombreuses mises au point sont encore nécessaires pour améliorer notre modeéle comme
I'augmentation du nombre de prolongements tanycytaires par utilisation de facteurs de croissance ou

la réalisation de co-cultures avec des cellules endothéliales ou encore neuronales.

En termes de perspectives, il serait judicieux dans cette partie du projet de vérifier I'ensemble
des résultats fonctionnels obtenus sur le transport de la leptine dans ce systeme, sur des tanycytes
polarisés, et dont I'organisation se rapproche un peu plus de I'environnement trouvé chez I'animal. En
plus des connaissances fondamentales nouvelles, la compréhension des mécanismes qui régulent le
mode de transport de la leptine de la périphérie vers le systéme nerveux central par les tanycytes est
extrémement importante afin d'ouvrir a terme de nouvelles perspectives de recherche
pharmaceutiques et clinique pour améliorer la condition de vie des personnes touchées par
I'obésité. L'étude du transport de la leptine dans son ensemble est essentielle pour permettre de

restaurer une sensibilité a la leptine chez les personnes obéses. Une évaluation clinique menée a Lille

et démarrée en 2019 tente d’améliorer la condition de résistance a la leptine chez des sujets obeéses.
Pour cela, ils sont traités avec de la Metformine, une drogue déja utilisée pour traiter les patients atteint
de diabéte et qui permet d’améliorer le transport de la leptine vers le LCR. Cette étude tente d’évaluer
son impact sur le transport de la leptine dans le LCR, et I'amélioration de la sensibilité a la leptine dans
le cerveau. Cet essai clinique met en avant la nécessité de comprendre la mise en place de la résistance

a la leptine qui constitue actuellement un enjeu majeur de la recherche sur I'obésité et plus

globalement de santé publique.
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MATERIELS ET METHODES
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l. CULTURE CELLULAIRE

I.1. PROTOCOLE DE CULTURE PRIMAIRE DE TANYCYTES DE RAT

La culture de tanycytes se prépare a partir de ratons au 10°™ jour de vie post-natale. Pour
obtenir une culture confluente dans une flasque T75 en approximativement 10 jours, il faut 12 animaux

(1 portée). Les tanycytes sont mis en culture conformément au protocole de Prévot et al., 2003.

Immédiatement apres le sacrifice de I’'animal, le cerveau est délicatement délogé de la boite
cranienne et les deux nerfs optiques sectionnés afin de préserver I’hypothalamus. On effectue ensuite
des lavages dans 3 bains successifs de HBSS posés sur la glace. La microdissection de I'éminence
médiane est réalisée sous la loupe binoculaire, et le cerveau est maintenu humide. Premiérement, deux
incisions paralleles au 3e ventricules sont effectuées puis une troisieme incision perpendiculaire au 3e
ventricule est réalisée devant le chiasma optique. On dégage ensuite I'éminence médiane avec la pince
courbe qu’on dépose dans du HBSS maintenu a 4°C sur la glace. Aprés récupération des éminences
médianes a I'aide d’une pipette 1000, elles sont dissociées par filtration sur un tamis de 45 um. Apres
10 min de centrifugation a 800 rpm a température ambiante, le culot est resuspendu dans le milieu de
culture DMEM high glucose (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco #41965) complémenté avec
10% de sérum de bovin (DBS, Invitrogen #16030), 2% pénicilline-streptomycine (Gibco #15140) et 1%
de L-glutamine (200 mM, ThermoFisher #25030). Les cellules sont ensuite ensemencées dans une
flasque T75 ou dans des boites de pétri de 10 cm et placées dans un incubateur a 37°C avec 5% de CO2
et saturé en vapeur d’eau. Les cellules sont utilisées aprés 10 jours de culture. Pour le suivi de la leptine,
les cellules sont placées en milieu de restriction (DMEM-F12 (#11039, ThermoFisher) sans rouge de
phénol, 1% de pénicilline-streptomycine (#15140, ThermoFisher), 1% de L-glutamine (200 mM,
ThermoFisher #25030), insuline (5 pg/ml, #15500, Sigma), putrescine (100 uM, #P5780, Sigma) pendant
24 a 48h. Pour les expériences suivies d’'une immunofluorescence, les cellules sont ensemencées sur

les lamelles de verre préalablement recouvertes de poly-L-lysine (10 pg/ml) pendant 10 minutes a 37°C.

I.2. CINETIQUE D’INTERNALISATION DE LA LEPTINE FLUORESCENTE

Pour la cinétique d’internalisation de la leptine les tanycytes sont incubées dans du milieu de

restriction (DMEM/F-12 ; #11039, ThermoFisher). Aprés 24h, les cellules sont incubées avec la leptine

fluorescente (couplée au fluorophore D2) ou une leptine mutée LAN fluorescente (2 pg/ml, Cisbio



-188 -

Bioassays, mutations (L39A D40A F41A) ou I'anticorps XPA 80.037 dirigé contre le récepteur Ob-R, et
agoniste de la leptine sur la voie de signalisation Ob-R (5 mg/ml, Xoma Laboratories) et/ou I'lEGF-TRITC
(10 ng/ml, Molecular probes) dilués dans le milieu de restriction pendant 5-10-15 et 30 minutes.
L’analyse de la fluorescence de la leptine a été réalisée apres la fixation des cellules avec une solution
de paraformaldéhyde 4%, pendant 10 min. Le XPA n’étant pas fluorescent, il est révélé par |'utilisation

d’un anticorps secondaire couplé a un fluorophore lors de I'immunofluorescence.

Différents pré-traitements ont été réalisés sur les tanycytes avant I'incubation avec la leptine
fluorescente afin de comprendre le réle de certaines protéines ou voies de signalisation dans le

transport de la leptine (Tableau 2).

Liste des molécules fluorescentes utilisées :

Nom Emission (nm) Concentration Fournisseur Référence
Leptine-D2 647 2 ug/ml Cisbio Bioassays #3238
LAN-D2 647 2 pug/ml Cisbio Bioassays #ab21679
EGF-TRITC 580 10 ng/ml Molecular probes #3481
LysoTracker 590 100 nM ThermoFisher #L7528

Tableau 1 : Liste des molécules fluorescentes utilisées sur les tanycytes en culture.

La liste des inhibiteurs chimiques utilisés est détaillée dans le tableau ci-dessous :

Nom Cible Concent- Temps Fournisseur Référence
ration

Uo126 MAPK (MEKK1/2) 10 mM 30 min Cell signaling #9903

Bafilomycine Al Pompes V-ATPase 1 uM 30 min Sigma #B1793

Erlotinib Signalisation EGFR 200 nM 30 min Selleckchem #S7786

Dynasore Dynamine 1/2 50 uM 30 min Sigma #D7693

Tableau 2 : Inhibiteurs chimiques utilisés sur les tanycytes in vitro.
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I.3. CINETIQUE DE SECRETION DE LA LEPTINE

Pour la cinétique de relargage de la leptine les tanycytes sont cultivés sur des lamelles de verre
12 mm recouvertes au préalable de poly-L-lysine (10 ug/ml) dans du milieu de restriction (DMEM/F-12
(#11039, ThermoFisher) pendant 24h. Pour comprendre le réle de la voie de signalisation MAPK, les
tanycytes sont pré-traités ou non (DMSO) avec linhibiteur de MAPK, U0126 (10 uM, #9903, Cell
signaling) pendant 30 minutes puis incubés avec la leptine fluorescente (2 ug/ml, Cisbio Bioassays)
pendant 15 minutes. Les cellules sont ensuite incubées pendant différents temps (5-15-30-60 min) dans

du milieu frais toujours en présence de I'inhibiteur pour suivre la sécrétion de la leptine.

I.4. TECHNIQUES DE TRANSFECTION ET D’INFECTION VIRALE

La transfection des cellules est effectuée le jour du passage des cellules (apres 10 jours de
culture) par l'utilisation de deux techniques différentes : le systeme d’électroporation Neon®

(Transfection System, Life technologies) et la lipofectamine 3000 (Invitrogen).

[.4. A- Méthode d’électroporation Neon®

Pour la technique d’électroporation, des culots de 2.106 cellules sont repris dans 200 ul (1.106
cellules/ml dans 100 ul) de solution R auxquels sont ajoutés 2 pg du plasmide d’intérét (mutant
dominant négatif de I'Epsine 15 ; Eps15 DIII). Les cellules sont électroporées a I'aide du protocole MCC
(30 min, 1400V) du systéme Neon® (ThermoFischer). 500 pl de milieu DMEM sont ajoutés aux cellules,
et les cellules transfectées sont déposées sur des lamelles de verre traitées préalablement a la poly-
lysine (10 pg/ml). Aprés 4 a 5 heures d’incubation a 37°C, le milieu est remplacé par du milieu DMEM
high glucose (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, ThermoFisher, #41965) complémenté avec 10% de
sérum de bovin (DBS, Invitrogen, #16030), 1% de L-glutamine (200 mM, ThermoFisher, #25030) et sans

antibiotiques. Les cellules sont maintenues pendant 48 heures dans I'étuve a 37°C avant leur utilisation.
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[.4. B- Méthode de transfection par Lipofectamine 3000

Les tanycytes sont ensemencés le jour précédent la transfection dans du milieu DMEM high
glucose (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, ThermoFisher #41965) complémenté avec 10% de sérum
de bovin (DBS, Invitrogen #16030), 1% de L-glutamine (200 mM, ThermoFisher, #25030) mais sans la
présence d’antibiotiques sur des lamelles de verre dans des boites 4 puits. Le plasmide est transfecté
dans les tanycytes en le complexant a la lipofectamine 3000 (Invitrogen). Pour un puit, le plasmide (1
ug/puit) est dilué dans 50 pl d’Opti-MEM. En parallele, 1 ul de Lipofectamine 3000 sont dilués dans 50
ul d’Opti-MEM. Les deux solutions sont mélangées pendant 5 minutes a température ambiante avant
de déposer les 100 ul de mélange sur les cellules et par puit pendant 4 a 5 heures a 37°C. Le milieu de
culture est ensuite remplacé et les cellules incubées dans du milieu de restriction DMEM-F12 pendant

24h.
Les plasmides utilisés sont :

- Expression du dominant négatif de I'epsine-15 (Eps15 DIlI) 24

- Expression de la chaine légére de la toxine Botulique BoNT (Botulinum neurotoxin)

I.4. C- Méthode d’infection par Lentivirus

Une fois a confluence, les tanycytes sont ensemencés sur des lamelles de verre placées dans
des boites de 35 mm pendant 24h a 48h avant l'infection avec les virus. Les tanycytes sont ensuite
incubés en présence de 0,1 pl et 1 pl de virus (3,5.10” U/ml) dilués dans du milieu de culture sans
antibiotiques et en présence de polybréene 1 pug/mla 37°C. Aprés 5 a 6 heures d’incubation, le milieu de
culture est remplacé par du milieu frais sans antibiotiques pendant 24h. Le lendemain, les cellules sont
placées soit, dans du milieu frais pour 48h d’incubation avant d’étre lysées, soit préparées pour une

cinétique d’endocytose avec la leptine fluorescente.
Séquences des shRNA lentivirus utilisés :

- Lentivirus shRNA contréle (turbo-RFP ; Dharmacon-clonelD : VSC11714) - Pas de cible

- Lentivirus shRNA dirigé contre la protéine VAMP-2
Rn VAMP2 ShRNA 1C-02 (turbo-RFP ; Dharmacon-clonelD : V3SVRNO7_21411635)

Séquence : CTTGGGAGTGATTTGCGCC



-191 -

- Lentivirus shRNA dirigé contre la chaine lourde de la clathrine

Rn sh Clathrin heavy chain (G-10) (V3SVRNO7_19978115) - Séquence : CGCGATTGCTTGAGATGAA

Rn sh Clathrin heavy chain (H-01) (V3SVRNO7_20344745) - Séquence : CCAGATCATCAATTACCGT

Il. TECHNIQUES BIOCHIMIQUES

I1.1. TEST ELISA

Pour quantifier le relargage de la leptine, les tanycytes cultivés sur des boites de 10 cm sont
placés en milieu restriction DMEM-F12. Aprés 24h, les cellules sont pré-traitées avec I'inhibiteur de
MAPK, UO126 (10 uM, #9903, Cell signaling) ou le DMSO pendant 30 min puis incubées avec la leptine
recombinante (1 pug/ml, Protein Rehovot Laboratory) diluée dans le milieu de restriction pendant 15
minutes a 37°C. Aprés un rapide lavage, les cellules sont placées dans du milieu de restriction DMEM-
F12 frais et le surnageant est récupéré a 15, 30 et 45 min. La sécrétion de la leptine est quantifiée grace
a un test Elisa (#MOBOO ; R&D systems). Dans une plaque 96 puits, 50 pl d’échantillons (standard du
kit, contrbles ou des échantillons traités au UO126) sont ajoutés a 50 ul de diluant pendant 2h a
température ambiante. Aprés 5 lavages, 100 ul de conjugué sont ajoutés pendant 2h a température
ambiante. La révélation s’effectue apres 5 lavages en ajoutant 100 pl de solution de substrat pendant
30 min a température ambiante en la protégeant de la lumiére. La réaction est arrétée avec 100 pl de

solution Stop. L'absorbance est lue a 450 nm a I'aide du fluorimétre (Mithras, Berthold).

I1.2. WESTERN BLOT

[I.2. A- Extraction protéique

Les tanycytes sont lavés 2 fois au HBSS, puis lysés dans120 pl de tampon (Cell extraction buffer,
#FNNOO11, Invitrogen) supplémenté d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Protease Inhibitor
Cocktail - P8340, 1/500, Sigma). Les cellules sont grattées, récupérées et lysées pendant 15 minutes sur
la glace (vortexées a plusieurs reprises). Ces extraits sont ensuite centrifugés a 20000 g pendant 10 min
a 4°C pour éliminer les débris cellulaires. La quantité de protéine est dosée par la technique de Bradford

(Réactif Bio-rad protein assay).
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II.2. B- Electrophorése et électrotransfert (Western blot)

Pour les expériences de Western blot, les anticorps primaires utilisés sont recensés dans ce tableau :

Antigéne Espece Type Dilution Fournisseur Référence
Actine Souris monoclonal 1/1000 Sigma #A5441
Clathrine Lapin polyclonal 1/1000 Abcam #ab21679
ERK 1/2 Lapin polyclonal 1/1000 Santa Cruz #sc-16982
p-ERK Lapin polyclonal 1/1000 Cell signaling #9101
Ob-R Humain monoclonal 1/1000 Xoma Lab XPA 80.037
VAMP 2 Souris monoclonal 1/1000 Synaptic system #104211
VAMP 1 Lapin polyclonal 1/1000 Synaptic system #104002
VAMP 3 Lapin polyclonal 1/1000 Synaptic system #104003

Tableau 3 : Anticorps primaires utilisées pour la technique de Western-blot.

Les anticorps secondaires HRP utilisés sont dirigés contre la souris, le lapin et I'humain (1/50 000,
ThermoFisher). Les échantillons sont préparés en ajoutant du tampon Laemmli (Tris HCl 10 mM pH 7.0,
EDTA 1mM, DTT 20 mM, SDS 3% (m/v), glycérol 10% (v/v), bromophénol 0,01% (m/v)), puis dénaturés
a 98°C pendant 5 min, séparés sur gel de gradient continu de 4-12% Bis-Tris par le systéme XCell
Surelock Mini-Cell (Invitrogen). La migration se fait a 180 V pendant 45 min dans le tampon de migration
(MES SDS Running Buffer, Invitrogen®). Le transfert semi-sec des protéines sur membrane de
nitrocellulose est réalisé en utilisant le systéme TransBlot Turbo Bio-rad (7 min a 25 V). Lefficacité du
transfert est vérifiée en colorant la membrane dans une solution de rouge ponceau. La membrane est
ensuite lavée dans du TBS-T (TBS ,0,1% Tween-20) puis incubée pendant 1 heure a température
ambiante, sous agitation dans une solution de blocage (TBS, 0,1% de Tween-20, 3% de sérum bovin
(BSA)). L'anticorps primaire est dilué dans la solution de blocage et incubé pendant la nuit a 4°C, sous
agitation. Apres 5 lavages de 5 min dans le TBS-T, la membrane est incubée avec I'anticorps secondaire
couplé a la peroxydase diluée dans la solution de blocage pendant une heure sous agitation et a
température ambiante. Aprés 5 lavages de 5 min, l'activité de la peroxidase est révélée par
chimiluminescence (ECL™ Prime Western Blotting System) et le signal acquis grace a la caméra

Amersham Imager 680 (GE healthcare Life Sciences).
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Apres une incubation des cellules avec la leptine fluorescente a 37°C suivant différentes cinétiques

d’internalisation, un lavage rapide est effectué avant de fixer les cellules avec une solution de

paraformaldéhyde (Sigma, #1.00496) a 4% pendant 10 min a température ambiante. Apres 3 lavages

au PBS 1X, les cellules sont perméabilisées 5 min a température ambiante (PBS contenant 0,1% de

TritonX-100). Les cellules sont ensuite incubées pendant 2 heures a température ambiante en présence

des anticorps primaires dilués dans une solution de saturation (PBS 1X, 3% de BSA). Aprés 3 lavages au

PBS, les cellules sont incubées avec un anticorps secondaire couplé a I’Alexa pendant 45 min et les

noyaux marqués avec une solution de Hoechst (1/1000) pendant 30 min.

Anticorps primaires et secondaires utilisés sont listés dans les tableaux ci-dessous :

Antigéne
Cavéoline 1
Clathrine HC
EEA1

GFAP

Ob-R XPA
VAMP 2
Vimentine
Z20-1
FGF-10
DARPP-32
Rab11
LAMP-1
GFP

Espéece
Lapin
Lapin
Chévre
Souris
Humain
Souris
Poulet
Lapin
Lapin
Lapin
Lapin
Souris

Souris

Type
polyclonal
polyclonal
polyclonal
monoclonal
monoclonal
monoclonal
polyclonal
polyclonal
polyclonal
monoclonal
polyclonal
monoclonal

monoclonal

Dilution
1/400
1/500
1/200
1/500
1/1000
1/500
1/1000
1/1000
1/200
1/100
1/500
1/50
1/100

Fournisseur
Cell signaling
Abcam

Santa Cruz
Millipore
Xoma Lab
Synaptic system
Millipore
ThermofFisher
Millipore
Abcam
Abcam
Abcam

Invitrogen

Référence
#3238
#ab21679
#11212
#MAB360
XPA 80.037
#104211
#ab5733
#61-7300
#abn4d4
#ab40801
# ab3612
#ab24170
# MA5-15256

Tableau 4 : Anticorps primaires utilisés lors de ’immunofluorescence sur les tanycytes.
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Espeéce Cible Couplage Dilution Fournisseur Référence
Chévre Souris Alexa-488 1/1000 Invitrogen #A11001
Chévre Lapin Alexa-488 1/1000 Invitrogen # A11008
Chévre Lapin Alexa-555 1/1000 Invitrogen #A21428
Ane Chévre Alexa-488 1/1000 Invitrogen #11055
Ane Chévre Alexa-555 1/1000 Invitrogen #A21432
Chévre Poulet Alexa-555 1/1000 Invitrogen #A32932
Ane Humain Alexa-488 1/1000 Invitrogen #A11013

Tableau 5 : Anticorps secondaires utilisés pour ’'immunofluorescence.

V. CULTURE CELLULAIRE SUR INSERT ET PUCE MICROFLUIDIQUE

IV.1. PUCE MICROFLUIDIQUE

La puce microfluidique (#XC150, Xona) est divisée en 2 compartiments communicants par des
micro-canaux d’une longueur de 150 um (hauteur 5 um ; largeur 10 um). Aprés un prétraitement avec
une solution de pré-coating (kit), de la Poly-D-lysine (0,5 mg/ml) est déposée dans le puit en haut a
droite (figure 42). Aprés 5 min (le temps de la diffusion vers le puit inférieur), 150 ul sont déposés dans
le puit inférieur droit. Aprés 1 minute d’incubation, la méme procédure est appliquée pour les puits du
cOté gauche. La puce est ensuite placée dans I'incubateur a 37°C sur la nuit. Deux lavages sont ensuite
effectués avec de I'HBSS stérile, selon les mémes précautions (haut gauche — bas gauche / haut droit —

bas droit). Le milieu de culture DMEM est ensuite déposé dans la puce.

En absence de bulles, 100 pl du milieu de culture des puits supérieur et inférieur gauche sont
retirés pour ensemencer 20 ul de tanycytes (issus d’une boite de 10cm a confluence) et permettre la
diffusion des cellules dans le canal principal vers les canaux). L’homogénéité de I'ensemencement est
assurée par le dépot de 20 pl de tanycytes dans le puits gauche inférieur, 5 minutes aprés le dépot dans
le puits supérieur gauche. Aprés quelques minutes les deux puits sont complétés avec 100 ul de milieu
de culture. La distribution des cellules et I'absence de bulle d’air sont vérifiées sous microscope. Les
cellules sont placées dans lI'incubateur a 37°C pendant 24 heures avant de changer le milieu de culture
et un jour sur deux du milieu de culture frais est placé dans les puits de gauche. Aprés 6 jours en culture,
les cellules sont fixées avec une solution de PFA a 4% pendant 30 minutes a température ambiante puis

lavées avec du PBS avant de réaliser une immunofluorescence.
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Compartiments
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Figure 42 : Description de I’organisation d’une puce microfluidique Xona. A)
Représentation schématique de la puce microfluidique composée de deux compartiments (droite
et gauche) rejoints par les micro-canaux. L’ensemble est disposé sur une lame. L’image de droite
représente un zoom de la puce et indique les micro-canaux qui permettent la communication
entre ces deux compartiments. B) Photographie illustrant la communication entre les

compartiments dans la puce microfluidique Xona. Les images sont adaptées du site internet Xona
microfluidics.
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Figure 43: Organisation de linsert de culture 3D Millicell. Représentation
schématique d’une vue du dessus (gauche) ou d'une vue de c6té (droite) de 'insert de culture
cellulaire avec la membrane poreuse. Les tanycytes sont ensemencés sur la membrane poreuse de
PET (polyéthylene téréphtalate). L’image est adaptée du guide d’utilisation de I'insert Millicell®.
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IV.2. CULTURE SUR INSERT ET EXTRAIT DE MEMBRANE BASALE

Pour réaliser la culture cellulaire en 3D, des inserts suspendus pour plague 24 puits (Millicell,
Millipore) ont été utilisés. Collée a I'insert, on retrouve une membrane de polyéthylene téréphtalate
(PET) poreuse (pores de 1 um ou 3 um de diamétre). Avant d’ensemencer les cellules, un gel de
membrane basale (MB, Cultrex ®, Trevigen , 12 mg/mL) est formé sur la face externe de la membrane
exposée au puit (figure 43). Pour ce faire, I'insert est retourné dans une boite de 10 cm et une goutte
de 60 pl de gel de MB est déposée. Apres 35 minutes dans l'incubateur a 37°C, le gel est polymérisé,
I'insert retourné et placé dans un puit d’'une plaque 24 puits contenant 800 ul de milieu de culture
complet. Les tanycyctes sont ensuite ensemencés sur la membrane poreuse (face interne) dans 200 pl
de milieu complet. Chaque jour, les cellules sont observées au microscope a contraste de phase, et le
milieu changé un jour sur deux. Aprés 6 jours de culture sur l'insert, les cellules sont fixées avec une
solution de paraformaldéhyde (PFA) 4% diluée dans du Phosphate Buffer Saline (PBS) (NaCl, Na:HPO.,
KCl, H.KQ.Pi) a température ambiante pendant 20 minutes. Aprés 2 lavages au PBS, la membrane est

délicatement décollée de I'insert et placé au fond d’un puit afin de réaliser 'immunomarquage.

V. MICROSCOPIE ET ANALYSE D' IMAGE

V.1. MICROSCOPIE

V.1. A- Microscopie confocale

Les cellules sont observées sous un microscope confocal TCS SP5 (Leica microsystems) équipé d’une
diode laser 405 nm et des lasers Argon : 488nm ; Hélium/Néon : 555nm ; Hélium/Néon : 633 nm. Les

images sont prises avec I'objectif 63x (1.4 NA) avec de I'huile a immersion (zoom x3 ; résolution 90 nm).

V.1. B- Microscope confocal a disques rotatifs

Les cellules vivantes cultivées sur des puits de 1 cm? (ibidis 8 puits) a fond de verre sont placées
dans une chambre thermostatée du microscope a 37°C afin de les maintenir dans des conditions

optimales. La leptine fluorescente est incubée dans le milieu de culture DMEM et ajoutée au milieu
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juste avant de démarrer I'enregistrement vidéo. L'acquisition des images se fait grace a une caméra
sCMOS Orca Flash4.0 (Hamamatsu) pendant 3 minutes et la fréquence d’acquisition des images est de
10 ms. La caméra est reliée au microscope Yokogawa CSU X1, Zeiss Axio Observer Z1, qui est controlé

par le logiciel Metamorph (Molecular devices).

V.1. C- Microscopie électronique

Les cultures sur membrane sont fixées pour la microscopie électronique par 2% de
glutaraldéhyde dans un tampon phosphate 0,1M (PB) pendant 1h a température ambiante (comme les
étapes suivantes). Elles sont ensuite lavées avec du PB puis post-fixées dans 0,5% de tétroxyde
d’osmium et 0,8% de ferrocyanure de potassium dans du PB pendant 30min. Les membranes sont alors
séparées de leur support et les cultures sont deshydratées par des bains croissants d’éthanol de 10min
:50%, 70%, 95%, 2 fois 100%, puis 2 bains d’oxyde de propyléne. Elles sont ensuite imprégnées par un
mélange a volume égal d’oxyde de propyléne et d’Araldite M (Sigma-Aldrich) pendant la nuit puis par
I’Araldite pure 2x 3 heures. La polymérisation se fait pendant 48h a 60°C. Des coupes ultrafines de 80
nm sont effectuées dans un plan transversal par rapport a la membrane sur un ultra-microtome Leica.
Elles sont récupérées sur des grilles a barreaux de 300 Mesh puis contrastées au citrate de plomb 3%
selon Reynolds (Delta-Microscopies). Les échantillons sont ensuite observés sur un microscope

électronique par transmission Hitachi H7500 muni d’'une caméra numérique AMT Hamamatsu.

V.1. D- Nanozoomer

Les tanycytes sont ensemencés sur des lamelles de verre puis aprés fixation au PFA 4% et 3
lavages, les cellules sont fixées sur des lames avec le mowiol pour les observer. Afin d’éviter de scanner
I'ensemble de la lamelle, plusieurs zones sont définies au préalable. Les lamelles sont ensuite scannées
par le Nanozoomer S60 Hamamatsu (Digital scanner ; Hamamatsu — Japon) avec un zoom x40 (0.23
um/pixel). Pour I'analyse sur ICY des images obtenues (représentant des champs trés larges et dense

en cellules), celles-ci sont divisées a 'aide d'Image J.
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V.2. TRAITEMENT ET ANALYSE D’ IMAGES

V.2. A- Analyse d’image avec le logiciel Icy

Les images sont analysées en utilisant le logiciel open source Icy
(http://icy.bioimageanalysis.org/). Les contours des cellules ont été délimités manuellement en utilisant
I'image de contraste de phase et les objets (correspondant aux vésicules) segmentés en utilisant un
plugin (spot detector) basé sur un algorithme de transformation par ondelettes. Les objets ont été
considérés comme colocalisés si la distance entre leur centroide est inférieure ou égale a 3 pixels. Les
régions d’'intérét correspondantes a la segmentation des marquages EEA1, Rabll, Lampl, ou
Lysotracker ont été utilisées pour mesurer la quantité de fluorescence de la leptine retrouvée dans ces
compartiments a un temps donné. Le pourcentage de leptine dans ces compartiments a ensuite été
déterminé en normalisant la quantité de signal dans le compartiment d’intérét sur la totalité du signal

retrouvé dans la cellule.

La reproduction en 3D de |'organisation des tanycytes sur le systeme de membrane est réalisée
avec un module de reconstruction sur ICY. Les différentes coupes sont superposées avec le plug-in “Z
projection”, permettant la projection des images selon I'axe Z et la visualisation 3D se fait par le plug-

in “3D-VTK”.

V.2. B- Traitement des données et mise en page des figures

L'ensemble des graphiques est réalisé avec le logiciel GraphPad Prism version 8.3.0 (GraphPad, San

Diego, CA) et les planches photos sont ensuite montées sur Adobe Photoshop CC 2018.
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Résumé

La leptine est une hormone anorexigene sécrétée par le tissu adipeux qui est acheminée vers
I’hypothalamus pour induire la satiété. Elle est transportée du sang vers le liquide céphalo-
rachidien en traversant les tanycytes de I'’éminence médiane, des cellules épendymaires
spécialisées qui bordent le 3¢ ventricule. Or, une des hypothése mise en avant est que
I'altération de ce transport participerait a la mise en place d’une résistance centrale a la
leptine, un phénomeéne que I'on retrouve chez les patients atteints d’obésité. Il est donc
primordial de mieux comprendre les mécanismes de transport des hormones métaboliques
vers ’hypothalamus, un processus jusqu’alors inexploré au niveau cellulaire. Au cours de ma
theése, j'ai principalement étudié les mécanismes moléculaires qui régissent le transport
tanycytaire de la leptine, de son internalisation jusqu’a sa sécrétion.

Mots clés : obésité, hypothalamus, leptine, tanycytes, trafic vésiculaire

Summary

Leptin is a hormone secreted by adipose tissue that acts in the central nervous system to
regulate appetite. The dialogue between the periphery and the brain is essential to maintain
energy homeostasis and involves tanycytes, specialized ependymal cells forming the wall of
the 3" ventricle. One of the hypotheses put forward is that alteration of this transport would
contribute to the development of central leptin resistance, a phenomenon found in obese patients.
It is therefore essential to better understand the mechanisms of transport of metabolic hormones to
the hypothalamus, a process that has been unexplored until now at the cellular level. During my
thesis, | mainly studied the molecular mechanisms governing the tanycytic transport of leptin, from
its internalization to its secretion. Altogether, these data constitute a promising start toward
the understanding of the leptin journey in tanycytes.

Key words: obesity, hypothalamus, leptin, tanycytes, vesicule trafficking




