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 Résumé  
 

On désigne sous le terme endozépine une famille de peptides initialement isolés à 
partir du cerveau de rat sur la base de leur capacité à déplacer les benzodiazépines de 
leurs sites de liaison. Elle inclut le diazepam-binding inhibitor (DBI) et ses produits de 
maturation, dont l’octadécaneuropeptide ODN (DBI33-50). Les endozépines peuvent 
être considérées comme de véritables gliotransmetteurs puisque (i) le DBI est exprimé 
par les cellules gliales du SNC et notamment dans les tanycytes bordant le 3ème 
ventricule de l’hypothalamus, (ii) la libération des endozépines est régulée par 
plusieurs neuropeptides, (iii) injecté par voie icv, l’ODN augmente l’expression de la 
POMC et diminue celle du NPY au niveau du noyau arqué, (iv) l’ODN exerce un 
puissant effet anorexigène qui s’accompagne d’une réduction de la prise de poids chez 
le rongeur. Cet effet anorexigène est relayé par un récepteur couplé à une PLC distinct 
des récepteurs classiques des benzodiazépines. Quelques travaux suggèrent que les 
cellules astrogliales hypothalamiques seraient capables de percevoir certains signaux 
circulants reflétant le statut énergétique de l’organisme. En particulier, les tanycytes 
serviraient de relais dans la perception des variations du glucose sanguin par les 
neurones impliqués dans le contrôle de l’homéostasie énergétique. Toutefois, la nature 
des signaux impliqués dans le couplage « glie-neurone » reste inconnue. L’ensemble 
de ces données nous a conduits à émettre l’hypothèse selon laquelle l’ODN pourrait 
constituer un relais entre les facteurs périphériques et les populations neuronales du 
noyau arqué impliquées dans le contrôle de la prise alimentaire. 

En raison du puissant effet anorexigène de l’ODN, nous avons recherché dans un 
premier temps l’influence du jeûne et de deux hormones anorexigènes, la leptine et 
l’insuline, sur l’expression hypothalamique de DBI. Nous montrons pour la première 
fois qu’un jeûne aigu de 18 h réduit de façon drastique le taux des ARNm codant le 
DBI dans les cellules astrogliales de l’hypothalamus médiobasal. Le marquage de 
coupes consécutives, à l’aide d’anticorps dirigés contre le récepteur de l’insuline ou 
celui de la leptine, révèle que ceux-ci sont présents sur des cellules exprimant le DBI. 
Toutefois, l’injection intrapéritonéale d’insuline ou de leptine est incapable de réverser 
l’effet du jeûne.   

Dans un second temps, nous avons focalisé nos travaux sur les liens qui 
pouvaient exister entre le glucose sanguin et les endozépines produites par les cellules 
astrogliales. Ainsi, nous avons montré que l’injection centrale de glucose augmente le 
niveau des transcrits codant le DBI au niveau de la zone périventriculaire de 
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l’hypothalamus de rats préalablement affamés. De plus, une augmentation de glucose 
dans le milieu extracellulaire est capable d’induire une libération d’endozépine à partir 
d’explants hypothalamiques. Dans la suite de ces travaux, nous avons évalué 
l’implication de l’ODN dans la gluco-sensibilité cérébrale. Nos travaux montrent que, 
chez des rats préalablement privés de nourriture, l’injection centrale ou périphérique 
de glucose réduit la prise de nourriture. Cet effet anorexigène est bloqué par l’injection 
icv de cyclo1-8[DLeu5]OP, un antagoniste du récepteur métabotropique de l’ODN. A 
l’inverse, nous montrons que l’effet orexigène d’une injection centrale de 2-DG chez 
des rats non affamés est aboli par la co-injection d’OP, un agoniste du récepteur 
métabotropique. Nos données expérimentales indiquent également que l’effet 
anorexigène d’une injection centrale de glucose ou d’OP est aboli par la co-injection 
d’un antagoniste des récepteurs MCR3/4, le SHU-9119, démontrant pour la première 
fois que les endozépines, produites par les cellules gliales, constituent un relais 
essentiel dans la réponse du système mélanocortinique aux variations de la glycémie. 
Nous avons par la suite évalué l’implication de l’ODN dans la régulation centrale de la 
glycémie périphérique. L’injection centrale de cyclo1-8[DLeu5]OP entraîne une 
augmentation de la glycémie chez des rats normalement nourris suggérant que, dans 
ces conditions, le système endozépinergique central exerce un effet tonique 
hypoglycémiant. Inversement, chez des animaux affamés, l’injection icv d’ODN 
augmente la tolérance au glucose, confirmant le rôle des endozépines centrales dans la 
régulation de la glycémie périphérique.  

Dans le troisième volet de ce travail, nous nous sommes intéressés aux 
mécanismes intracellulaires mis en jeu dans l’effet du glucose sur la production 
d’endozépines. A l’aide de cellules de la lignée C6 et de la stratégie 
promoteur/rapporteur, nous montrons l’existence d’un élément de réponse au glucose 
dans le promoteur proximal du gène DBI. Des travaux préliminaires menés in vitro 
indiquent que l’activation du promoteur DBI par le glucose est relayée par la voie des 
hexosamines, une voie annexe de la glycolyse contrôlant la O-glycosylation des 
protéines. La localisation immunohistochimique des résidus O-glycosylés dans 
l’hypothalamus de rat révèle l’existence d’un marquage intense dans les cellules 
gliales exprimant le DBI, indiquant que cette voie est fonctionnelle in vivo. 

L’ensemble de nos travaux suggère que les endozépines produites par les cellules 
gliales hypothalamiques participent à un mécanisme de rétroaction contrôlant 
l’homéostasie glucidique de l’organisme.  
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Summary 

 
The term endozepines designates a family of neuropeptides originally isolated 

from rat brain on the basis of their ability to displace the binding of benzodiazepines 

from their receptors. All endozepines, including the octadecaneuropeptide ODN 

(DBI33-50), derive from diazepam-binding inhibitor (DBI). Endozepines could be 

considered as authentic gliotransmitters: (i) they are exclusively produced by glial 

cells in the central nervous system, (ii) their synthesis and release are controlled by 

several neuropeptides, (iii) ODN modifies the activity of hypothalamic NPY-and 

POMC-synthesizing neurons, (iv) central administration of low doses of ODN 

markedly inhibits food intake and induces substantial weight loss. The anorexigenic 

effect of ODN is mediated through a recently discovered metabotropic receptor 

positively coupled to phospholipase C. Some studies suggest that hypothalamic 

astroglial cells are able to sense several signals which reflect energy status. Many 

studies suggest a functional coupling between astroglial cells and neurons for central 

detection of glucose. However, the signaling molecules involved in this crosstalk are 

still unidentified. We hypothesized that astrocytes are a major relay between peripheral 

signals which inform the brain on energy status and neurons that control food intake.  

Therefore, in the present study, we have first examined the effect of food 

deprivation as well as insulin and leptin administration on DBI mRNA levels in 

astroglial cells. We have shown for the first time that overnight fasting markedly 

reduced DBI mRNA levels in the astroglial cells of the mediobasal hypothalamus. 

Moreover, we have shown that insulin and leptin receptors are present in numerous 

cells in the area bordering the third ventricle that also expressed DBI. Nevertheless, 

peripheral injection of insulin and leptin had no effect on hypothalamic DBI mRNA 

levels of overnight fasting rodents.  

In the second part of our work, we tested the potential involvement of glucose in 

the stimulation of endozepine expression. We have shown that central administration 

of glucose in food-deprived rats induces an increase of DBI mRNA levels in 

periventricular cells lining the floor and infralateral walls of the third ventricle. These 

cells were identified as tanycytes in co-labeling experiments. Then, we demonstrated 

that glucose stimulates endozepine secretion from hypothalamic explants. Next, 
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feeding behavior experiments were conducted to test the involvement of endozepines 

in brain glucose sensing. We found that the feeding-suppressing effect of central 

administration of glucose was blunted by co-injection of an ODN antagonist. 

Conversely, the hyperphagic response elicited by central glucoprivation was 

suppressed by an ODN agonist. The anorexigenic effects of centrally-injected glucose 

or ODN agonist were suppressed by blockade of the melanocortin-3/4 receptors, 

suggesting that glucose sensing involves endozepinergic control on POMC neurons. 

We next investigated the involvement of the endozepinergic system in central control 

of peripheral glucose metabolism and found that central injection of the antagonist 

cyclo1-8[DLeu5]OP in normally fed rats significantly increased, by its own, blood 

glucose levels. Moreover, central injection of ODN increased glucose tolerance in 

overnight fasted rats.  

In the third part of this work, we investigated the intracellular mechanisms 

involved in the stimulation of endozepine expression by glucose. Using the C6 glioma 

cell line and the promoter/reporter strategy, we have shown that glucose induces an 

increase of DBI promoter activity. Preliminary pharmacological data indicate that this 

effect is mediated by the hexosamine biosynthetic pathway, a branch pathway of 

glycolysis which is involved in the O-linked glycosylation of proteins. Hypothalamic 

immunohistochemical localisation of O-linked N-acetylglucosamine (O-GlcNAc)-

modified proteins reveals intense labelling in the periventricular cells producing DBI, 

suggesting that this pathway could relay the effects of glucose observed in vitro.  

Altogether, our data suggest that endozepines produced by hypothalamic glial 

cells are involved in a feedback loop controlling whole-body glucose homeostasis. 
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1. Les cellules astrogliales  

Les astrocytes constituent la population cellulaire la plus importante du système 

nerveux central (SNC). Le ratio entre le nombre d’astrocytes et celui des neurones est 

d’autant plus important que la structure cérébrale augmente en complexité 

(Nedergaard et al., 2003). Outre leur rôle dans la structuration du SNC (Rakic, 2003; 

Cohen-Kashi Malina et al., 2009) et la formation des synapses (Slezak et Pfrieger, 

2003), les astrocytes participent à la neurotransmission indirectement (homéostasie, 

métabolisme, plasticité) ou directement en produisant des facteurs neuroactifs.  

 

1.1. Caractéristiques morphologiques et marqueurs cellulaires 

Selon leur localisation, les astrocytes présentent des morphologies différentes. 

Ainsi, les astrocytes protoplasmiques de la substance grise ont une forme étoilée, ceux 

de la substance blanche sont fibreux, tandis que d’autres possèdent de longs 

prolongements comme la glie radiaire du cervelet et de la rétine ainsi que les cellules 

épendymaires et les tanycytes bordant les ventricules (Rakic, 2003). Certains 

astrocytes présentent des prolongements aux extrémités renflées, les pieds 

astrocytaires, qui sont en étroite interaction avec la vascularisation (Simard et al., 

2003). L’existence de jonctions communicantes, qui assurent le passage de petites 

molécules d’un astrocyte à l’autre, permet la formation de vastes réseaux astrogliaux 

(Rose et Ransom, 1997; Wolff et al., 1998).  

Les astrocytes dérivent soit de la glie radiaire, qui assure le guidage des neurones 

durant le développement embryonnaire (Rakic, 2003), soit de cellules progénitrices, 

les cellules souches neurales, qui persistent à l’âge adulte dans la zone sous-

ventriculaire bordant le ventricule latéral et la zone sous-granulaire de l’hippocampe 

(Levison et Goldman, 1997; Duan et al., 2008). 

La glial fibrillary acidic protein (GFAP) est une protéine du cytosquelette 

(Bignami et al., 1972; Eng et al., 2000) qui est généralement considérée comme un 

marqueur spécifique des astrocytes. Des anticorps dirigés contre la GFAP marquent 

aussi plusieurs autres types de cellules astrogliales, les cellules épendymaires au stade 

embryonnaire (Bodega et al., 1994), les cellules de Bergmann du cervelet (Levi et al., 

1983), les cellules folliculo-stellaires, les pituicytes de l’hypophyse (Redecker et 

Fechner, 1989) ainsi que les cellules de Müller de la rétine (Bjorklund et al., 1985). 
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Enfin, les cellules souches neurales du cerveau adulte expriment également la GFAP 

(Ming et Song, 2005; Duan et al., 2008). De plus, il semblerait que cette protéine soit 

également exprimée par les tanycytes de certaines espèces tel que la Gerbille (Rafols 

et Goshgarian, 1985; Redecker, 1989). Inversement, quelques travaux indiquent que 

certaines populations d’astrocytes protoplasmiques (Bushong et al., 2002) n’expriment 

pas la GFAP.  

Les astrocytes différenciés sont également caractérisés par la présence de la 

glutamine synthétase, une enzyme qui convertit le glutamate en glutamine (Loo et 

al., 1995), ainsi que par la présence des enzymes impliquées dans le métabolisme du 

glycogène telles que la glycogène synthétase et la glycogène phosphorylase (Brunet et 

al., 2009). Enfin, il était admis jusqu'à présent que la protéine S100B était un 

marqueur des populations astrocytaires sur la base d’études réalisées notamment chez 

le rat et la souris (Ghandour et al., 1981). Cependant, des travaux récents menés chez 

l’homme montrent que cette protéine est également retrouvée dans certains 

oligodendrocytes, les cellules endothéliales, les cellules de l’épithélium du plexus 

choroïde, les lymphocytes ainsi que dans quelques neurones de l’hippocampe (Steiner 

et al., 2007). L’ensemble de ces données indique qu’à quelques exceptions près, la 

GFAP peut être considérée comme le marqueur spécifique des cellules astrogliales. 

Cependant, dans certaines régions ou/et espèces, leur identification nécessite de 

réaliser des co-marquages.  

 

1.2. Rôles des astrocytes dans l’homéostasie et le métabolisme du SNC 

Les astrocytes assurent l’homéostasie du milieu extracellulaire, indispensable au 

bon fonctionnement des neurones. En effet, l’activation des neurones entraîne la 

libération d’ions, et donc une modification de la composition ionique de l’espace 

synaptique. Les astrocytes contribuent notamment à réduire l’excès de potassium et à 

rétablir le pH extracellulaire (pHe). Le potassium est « pompé » par les astrocytes, soit 

passivement grâce à un co-transporteur Na+/K+/2Cl- (Newman, 1999), soit activement 

via une pompe Na+/K+ ATPase (Clausen, 1992; Silver et Erecinska, 1997). Cet influx 

de potassium s’accompagne d’une entrée d’eau et d’un gonflement temporaire des 

astrocytes connu sous le nom d’astrocyte swelling (Katayama et al., 1990; Bullock et 

al., 1991). L’acidification du milieu extracellulaire qui accompagne l’activité 
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neuronale est compensée grâce à la recapture des ions Cl- et la libération d’ions Na+ et 

de HCO3- par les symports Na+/HCO3
- et les antiports Cl-/HCO3

- présents au niveau de 

la membrane plasmique des astrocytes (Katsura et al., 1994; Deitmer et Rose, 1996). 

Ces cellules sont également impliquées dans la recapture et le métabolisme des 

neurotransmetteurs libérés par les neurones, neurotoxiques à fortes concentrations. 

Plusieurs études indiquent que les astrocytes expriment des transporteurs spécifiques 

pour le glutamate, l’acide γ-aminobutyrique (GABA), la glycine ou les monoamines 

(Chatton et al., 2003; Inazu et al., 2003) ainsi que les enzymes participant à leur 

métabolisme (Vitalis et al., 2002; Schousboe, 2003). 

Les astrocytes jouent également un rôle essentiel dans le soutien métabolique 

des neurones, en assurant un continuum entre les capillaires cérébraux et le tissu 

neuronal. L’apport en sucres, tel que le glucose, est assuré par le transporteur de 

glucose GLUT-1 (Morgello et al., 1995), qui est principalement localisé dans les 

cellules endothéliales et les pieds astrocytaires entourant les capillaires cérébraux (Yu 

et al., 1995; Kacem et al., 1998). Une fois capté par les astrocytes, le glucose est 

métabolisé en lactate, un substrat directement utilisable par les neurones (Dringen et 

al., 1993; Deitmer et Rose, 1996), ou bien stocké sous forme de glycogène qui 

constitue une source d’énergie rapidement disponible, notamment suite à une 

libération de glutamate par les neurones (Pellerin et al., 2007).  

L’ensemble de ces données démontre l’importance des astrocytes dans le soutien 

métabolique et l’homéostasie au sein du SNC. Cependant, depuis les années 1990, un 

rôle plus « noble » a été attribué aux astrocytes, celui de participer à la transmission 

nerveuse. 

 

1.3. Rôles des astrocytes dans la neurotransmission  

De nombreuses études réalisées notamment sur des cellules en culture indiquent 

que les astrocytes expriment des récepteurs fonctionnels pour la majorité des 

neurotransmetteurs et neuropeptides actuellement connus (Finkbeiner, 1993; Porter et 

McCarthy, 1997; Deschepper, 1998; Perea et Araque, 2007) (Tableau 1), suggérant 

que les cellules astrogliales sont capables de détecter des variations de l’activité 

neuronale.  
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In vitro, l’activation de récepteurs canaux comme le récepteur de l’acide α-

amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionique (AMPA)/kaïnate, du glutamate ou 

le récepteur du GABA de type A (R-GABAA), par exemple, augmente les 

conductances des ions Na+, K+ ou Cl- dans les astrocytes (Sontheimer et al., 1988; 

Fraser et al., 1994). Les astrocytes expriment également des récepteurs couplés aux 

protéines G (RCPG) et l’interaction avec leur ligand respectif conduit à une 

modification du turnover des polyphosphoinositides (PIPs), de l’activité adénylyl 

cyclase et de la concentration intracellulaire de calcium ([Ca2+]i) (Tableau 1). A titre 

d’exemple, l’angiotensine II (Ang II), via les récepteurs AT1, stimule le turnover des 

PIPs et mobilise le calcium à partir d’un pool intracellulaire (Deschepper, 1998), alors 

que l’interaction de la somatostatine avec les récepteurs sst1 et sst4 diminue la 

production d’adénosine 5´-phosphate cyclique (AMPc) (Grimaldi et al., 1997; 

Masmoudi et al., 2005). 

 

Tableau 1 : Récepteurs exprimés par les astrocytes 
 

 

Ligand Types de récepteurs Voies de transductions Références 

ACh mAChR1-5, nAChR(α)7(β)2 
 

↓[AMPc], ↑[IP3], ↑[Ca2+]i 

 
Gustavsson et al., 1993; Kondou et al., 1994; Elhusseiny et 

al., 1999; Catlin et al., 2000; Hosli et al., 2001; Graham et 

al., 2002 

GABA 
 
A,  

B1a,1b, 2 

 

↑[Ca2+]i 

 
↓[AMPc], ↑[Ca2+]i 

Fraser et al., 1995; Meier et al., 2008 

Patte et al., 1995; Charles et al., 2003; Meier et al., 2008 

Glutamate 

 
AMPA/Kaïnate 

(GluR2/3/GluR6/7),  

NMDA, mGluR3, 5 

 

↑↓[AMPc], ↑[IP3], ↑[Ca2+]i, ↑[AO] 

 
Schipke et al., 2001; Moldrich et al., 2002; Aronica et al., 2003; 

Brand-Schieber et Werner, 2003; Seifert et al., 2003; Servitja et 

al., 2003 

Histamine 
 
H1, H2 

 

↑[AMPc], ↑[IP3], ↑[Ca2+]i  

 

Fukui et al., 1991; Kondou et al., 1991; Kubo et al., 1991; 

Inagaki et Wada, 1994 

Noradrénaline 
 
α1, α2, β1, β2 

 

↑↓[AMPc], ↑[IP3],  

↑[Ca2+]i , ↑[AO] 

 
Enkvist et al., 1996; Oliva et al., 1997; Kotter et Klein, 1999) 

Purines 

 

P2X1-5, 7,  

P2Y1, 2, 4, 6, 12, 14,  

A1, A2, A3? 

↑↓[AMPc], ↑[IP3],  

↑[Ca2+]i, ↑[AO] 

Gustavsson et al., 1993; Peakman et Hill, 1994; Biber et al., 

1997; Chen et al., 2001; Fumagalli et al., 2003; Gallagher et 

Salter, 2003  

N
eu

ro
tr

an
sm

et
te

ur
s 

Sérotonine 

 
5-HT1A, B, D, F   

5-HT2A, B, C 

5-HT5B, 5-HT6,  

5-HT7 

 

↑↓[AMPc], ↑[IP3], ↑[Ca2+]i , ↑[AA]  

 
Garcia et al., 1997; Hirst et al., 1998; Cohen et al., 1999; Sanden 

et al., 2000; Maxishima et al., 2001  
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AA, acide arachidonique, ACh, acétylcholine, AMPc, adénosine monophosphate cyclique, AO, acide oléique, 
[Ca2+]i, concentration intracellulaire de calcium, CGRP, calcitonin gene-related peptide, IP3, inositol 
trisphosphate, PI3K, phosphoinositide 3-kinase, ERK, extracellular signal-regulated kinase, VIP, vasoactive 
intestinal polypeptide, PACAP, pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide, GMPc, guanosine 
monophosphate cyclique.  

 

 Plusieurs travaux menés in vivo confirment que les cellules astrogliales 

perçoivent les signaux émis par les neurones. Il a notamment été démontré que 

l’activation des récepteurs adrénergiques de type α1 augmente la [Ca2+]i dans les 

cellules de Bergmann (Kirischuk et al., 1996). De même, l’activation des récepteurs 

D2 dopaminergiques portés par les pituicytes stimule la production d’AMPc (Mudrick-

Donnon et al., 1993).  

Les astrocytes expriment aussi des récepteurs pour des hormones comme 

l’insuline, produite par le pancréas, et la leptine, sécrétée par le tissu adipeux (Hsuchou 

et al., 2009a; Laron, 2009), indiquant que ces cellules sont également capables de 

percevoir les signaux émis par la périphérie. Ainsi, des études effectuées à la fois in 

vivo et in vitro ont montré que l’activation des récepteurs de la leptine induit une 

augmentation de la [Ca2+]i dans les astrocytes hypothalamiques (Hsuchou et al., 

2009a). 

En réponse aux signaux émis par les neurones ou en provenance de la 

périphérie, les astrocytes peuvent favoriser ou non la transmission synaptique de part 

Angiotensine AT1a, AT1b, AT2 ↑[IP3], ↑[Ca2+]i  Sumners et al., 1994; Gebke et al., 1998; Fogarty et al., 2002  

β-amyloïde 
 

FPRs 
 

↓[GMPc], ↑[IP3], ↑↓[Ca2+]i , 
↑[AO] 

 

Liu et al., 1998; Stix et Reiser, 1998; Baltrons et al., 2002; Tokay et al., 
2008 

Bombésine 
 

BB2 
 

↑[Ca2+]i  
 

Hosli et Hosli, 1994; Mason et al., 2002 
Bradykinine 

 

B2 
 

↑[IP3], ↑[Ca2+]i   
 

Lin et Chuang, 1992; Ikeda et al., 2000 
Cholecystokinine 

 

CCKB 
 

↑[Ca2+]i  
 

Hosli et Hosli, 1994; Muller et al., 1997 

CGRP 
 

A-CGRP 
K-CGRP 

 

↑[AMPc] 
 

Haas et al., 1991; Morara et al., 1998; Priller et al., 1998; Moreno et al., 
1999  

Endothélines 
 

ETA, ETB 
 

↓[AMPc], ↑[IP3], ↑[Ca2+]i , 
↑[AA], ↑[AO] 

 

Marin et al., 1991b; Tence et al., 1992; Stanimirovic et al., 1995; 
Desagher et al., 1997; Schinelli et al., 2001  

Endozépine 
 

CBR,  
TSPO, 
R-métabotropique  

 

↓[Ca2+]i   
↑[Ca2+]i    
↑[IP3], ↑[Ca2+]i    

Bormann, 1991 
Gandolfo et al., 1997; Gandolfo et al., 2001 
Patte et al., 1995; Gandolfo et al., 1997; Leprince et al., 1998 

Insuline 
 

IR ↑PI3K, ↑ERK 
 

Schechter et Yanovitch, 1999; Laron, 2009 
Leptine 

 

ObRa, ObRb 
 

↑[Ca2+]i 
 

Cheunsuang et Morris, 2005; Hsuchou et al., 2009a 
Mélanocortines MC4-R 

 

↑[AMPc], ↑[Ca2+]i  
 

Salomon et al., 1993; Selkirk et al., 2007 
Neuropeptide Y 

 

Y1 
 

↑[Ca2+]i  
 

Gimpl et al., 1993; St-Pierre et al., 2000 
Neurotensine 

 

NT2, NT3 
 

↑[IP3] ?, ↑[Ca2+]i  
 

Nouel et al., 1999; Trudeau, 2000 
Ocytocine 

 

OT 
 

↑[IP3], ↑[Ca2+]i  
 

Di Scala-Guenot et al., 1994 
Peptides 
natriurétiques 

 

ANPRA, ANPRB, 
ANPRC 

 

↑[GMPc] 
 

Sumners et al., 1994; Yeung et al., 1996 

Peptides opioïdes 
 

mu, delta, kappa 
 

↓[AMPc], ↑[Ca2+]i  
 

Eriksson et al., 1990; Thorlin et al., 1998; Stiene-Martin et al., 2001 

Somatostatine 
 

SST1, SST2, SST4 
 

↓[AMPc], ↑[Ca2+]i  
 

Marin et al., 1991a; Feindt et al., 1995; Grimaldi et al., 1997; Masmoudi 
et al., 2005 

Thrombine 
 

PAR1, PAR3, PAR4 
 

↓[AMPc], ↑[IP3], ↑[Ca2+]i  
 

Debeir et al., 1996; Wang et al., 2002a; Wang et al., 2002b  

Urotensine II 
 

UT 
 

↑[Ca2+]i,↑[IP3], Castel et al., 2006; Diallo et al., 2008  

Vasopressine 
 

V1a 
 

↑[IP3], ↑[Ca2+]i  
 

Zhao et Brinton, 2002, 2003 

Pe
pt

id
es

 

VIP/PACAP 
 

PAC1, VPAC1/2 
 

↑[AMPc], ↑[IP3], ↑[Ca2+]i  
 

Martin et al., 1992; Fatatis et al., 1994; Tatsuno et Arimura, 1994; 
Tatsuno et al., 1996; Ashur-Fabian et al., 1997; Masmoudi et al., 2003  
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leur plasticité (Hawrylak et al., 1998). Par exemple, dans le cas des neurones à 

oxytocine du noyau supraoptique, la rétraction des prolongements astrocytaires permet 

leur synchronisation (Langle et al., 2002). Mais ce n’est qu’un peu plus tard que 

certains groupes se sont intéressés aux facteurs produits par les astrocytes et à leur rôle 

dans la neurotransmission.  

Par analogie avec les neurotransmetteurs produits par les neurones, ces facteurs 

ont été appelés gliotransmetteurs (Volterra et Meldolesi, 2005). Le terme de 

gliotransmetteur s’applique à certaines molécules qui répondent à plusieurs critères 

récemment définis par Parpura (Parpura et Zorec, 2010). (i) Elles sont produites et/ou 

stockées par les cellules gliales, (ii) leur libération est régulée, (iii) elles engendrent 

une réponse rapide des neurones et (iv) une altération de leurs productions 

s’accompagne de processus physiopathologiques. Bien que l’ATP soit souvent classée 

dans la famille des gliotransmetteurs, seuls le glutamate et la D-sérine répondent à tous 

ces critères.  

Les astrocytes produisent du glutamate principalement à partir de l’aspartate et 

d’un intermediaire du cycle de Krebbs, l’α-cétoglutarate (Westergaard et al., 1996). 

Des études réalisées sur des cultures d’astrocytes montrent que la libération de 

glutamate, consécutive à l’augmentation de la [Ca2+]i, est induite par différents facteurs 

dont l’endothéline 1 ou la bradikinine (Jeftinija et al., 1996; Sasaki et al., 1997). 

Par ailleurs, des travaux réalisés sur des co-cultures astrocytes-neurones (Parpura et 

al., 1994; Hassinger et al., 1995) ou des tranches de cerveaux de rats (Pasti et al., 

1997; Parri et al., 2001) ont montré que le glutamate sécrété par les cellules gliales 

stimule en quelques secondes l’activité électrique des neurones post-synaptiques en 

activant des récepteurs glutamatergiques de types AMPA et N-methyl-D-aspartate 

(NMDA). Enfin, l’invalidation du gène codant la glutamine synthétase astrocytaire, 

l’enzyme limitante de la voie de synthèse du glutamate, est létale dans les trois jours 

qui suivent la parturition chez la souris (He et al., 2010). 

La L-sérine est convertie en D-sérine par la sérine racémase, une enzyme 

exclusivement produite par les astrocytes au niveau du SNC (Wolosker et al., 1999). 

Une augmentation de la [Ca2+]i induite par le glutamate stimule la libération de D-

sérine par des astrocytes en culture (Mothet et al., 2005). Des études menées sur des 

tranches d’hippocampe révèlent que la stimulation de l’élément présynaptique induit 

une libération de D-sérine par l’astrocyte localisé au niveau de la synapse, qui 
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potentialise l’activité post-synaptique (Henneberger et al., 2010). Ainsi, en 

interagissant avec le site de la glycine du récepteur NMDA, la D-sérine participe aux 

mécanismes cellulaires qui sous-tendent le processus de mémorisation au niveau de 

l’hippocampe (Panatier et al., 2006). Enfin, les déficits cognitifs observés chez les rats 

âgés sont associés notamment à une réduction importante de la concentration de D-

sérine dans cette région cérébrale (Turpin et al., 2009).  

Il est probable que la liste des gliotransmetteurs s’allonge dans le futur. En 

particulier, des travaux menés au laboratoire suggèrent que le diazepam-binding 

inhibitor (DBI) et ses dérivés pourraient postuler au titre de gliotransmetteur.  

2. Les endozépines  

2.1. Découverte, phylogénie et structure du DBI 

Les benzodiazépines (BZ) sont des molécules de synthèse largement utilisées en 

thérapeutique depuis les années 1970 pour leurs propriétés anxiolytiques, 

anticonvulsivantes, myorelaxantes et hypnotiques (D'Hulst et al., 2009, pour revue). 

Par la suite, des études de liaison réalisées avec le diazépam, le chef de file des BZ, ont 

révélé l’existence de sites de haute affinité pour ces composés dans le SNC (Mohler et 

Okada, 1977; Squires et Brastrup, 1977), puis dans de nombreux tissus périphériques 

(Braestrup et Squires, 1977). Ces travaux ont conduit plusieurs équipes à rechercher 

les ligands endogènes de ces récepteurs. Costa et ses collaborateurs ont ainsi isolé, à 

partir d’extraits de cerveau de rat, un polypeptide de 10 kDa capable de déplacer le 

diazépam tritié de ses sites de liaison, et qui fut appelé pour cette raison diazepam-

binding inhibitor ou DBI (Guidotti et al., 1983). Le DBI est également connu sous le 

nom d’acyl-coenzyme A-binding protein (ACBP) pour sa capacité à lier les esters 

d’acyl-coenzyme A et à stimuler la synthèse d’acide gras (Mogensen et al., 1987; 

Knudsen et al., 1989). Seul le sigle DBI sera utilisé dans le reste du document. 

 

2.1.1. Structure du gène DBI 

L’analyse par Southern-blot de l’ADN génomique chez l’homme (Gray et al., 

1986), le rat (Mocchetti et al., 1986) et la souris (Owens et al., 1989) révèle l’existence 

de plusieurs gènes dont un seul est fonctionnel. Chez l’homme, le gène codant le DBI 

est localisé dans la région q12-21 du bras long du chromosome 2 (DeBernardi et al., 

1988), tandis que les pseudogènes sont situés sur les chromosomes 5, 6, 11 et 14 
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(Mocchetti, 1990; Todd et Naylor, 1992; Gersuk et al., 1995). Le gène DBI est 

constitué de 4 exons (Fig. 1) chez l’homme, la souris, le rat et le canard (Mandrup et 

al., 1992; Kolmer et al., 1993, 1994; Swinnen et al., 1996), de trois exons chez la 

drosophile (Kolmer et al., 1994) et d’un seul exon chez la levure (Rose et al., 1992). 

 
Figure 1 : Représentation schématique de l’organisation du gène DBI (violet) et de la 
maturation du polypeptide (vert) chez le rat. (adaptée de Swinnen et al., 1998). 
 
Les premières analyses de la région promotrice du gène codant le DBI effectuées 

chez l’homme (Swinnen et al., 1996) et le rat (Mandrup et al., 1992; Kolmer et al., 

1993) ont révélé l’absence de TATA-box conventionnelle, l’existence de plusieurs 

sites potentiels d’initiation de la transcription, des sites liant les facteurs specificity 

protein 1 (SP1) et EGFR-specific transcription factor (ETF) ainsi que plusieurs 

régions GC riches. L’ensemble de ces observations a conduit ces auteurs à classer le 

gène DBI dans la famille des gènes domestiques.  

Néanmoins, avec le perfectionnement des outils informatiques, l’analyse in silico 

du promoteur a permis d’identifier une TATAbox-like dans la région -86 (Swinnen et 

al., 1998; Sandberg et al., 2005; Neess et al., 2006). De plus, plusieurs groupes ont 

montré que cette même région présente des séquences cis-régulatrices potentielles, i.e. 

un site CAAT-binding transcription factor/nuclear factor 1 (CTF/NF1) situé juste en 

amont de la méthionine initiatrice, trois sites activator protein-2 (AP2) (Kolmer et al., 

1993), un site activator protein-1 (AP1) (Elholm et al., 1996) ainsi que deux sites 

glucocorticoid-response element (GRE) (Mandrup et al., 1992). L’étude du promoteur 

distal révèle la présence de séquences consensus pour des facteurs transcriptionnels 

tissus spécifiques tels que les hepatocyte nuclear factors, HNF-3 et HNF-4 (Elholm et 

al., 1996) exprimés dans les hépatocytes (Pani et al., 1992), les protéines de la famille 
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CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP) (Elholm et al., 1996; Helledie et al., 2002; 

Neess et al., 2006) présentes majoritairement dans les adipocytes (Mandrup et Lane, 

1997) ainsi que le peroxisome proliferator-activated receptor response element 

(PPRE) (Elholm et al., 1996; Mandrup et al., 1998), connu notamment pour contrôler 

l’adipogenèse (Mandrup et Lane, 1997). A l’aide de construits de type promoteur/gène 

rapporteur, il a été démontré que les sites SP1, le site nuclear factor Y (NF-Y) ainsi 

que le site sterol regulatory element (SRE), sont fonctionnels et constituent une 

cassette d’expression située en amont de la TATAbox-like (Sandberg et al., 2005; 

Neess et al., 2006). Cette dernière serait responsable de l’expression basale du gène. 

Par ailleurs, le site PPRE identifié au niveau de l’intron 1 interagit notamment avec 

des éléments cis-régulateurs de type C/EBP localisés au niveau du promoteur distal 

(Neess et al., 2006). La découverte de nouveaux transcrits du gène DBI résultant de 

l’activation tissu spécifique de promoteurs alternatifs, localisés au niveau de l’exon 1 

chez l’homme et la souris (Nitz et al., 2005), montre combien l’expression DBI est 

soumise à une régulation complexe. Enfin, le DBI pourrait également intervenir dans 

la régulation transcriptionnelle de gènes, en interagissant avec le HNF-4 (Petrescu et 

al., 2003) ou en liant les esters d’acyl-CoA (Knudsen et al., 1989), empêchant ou 

favorisant ainsi la fixation de HNF-4 ou du peroxisome proliferator-activated receptor 

(PPAR) sur les sites PPRE. L’ensemble de ces données indique que le DBI ne peut 

plus être considéré comme un gène domestique. 

 

2.1.2. Séquence, maturation et structure tridimensionnelle de la 

protéine 

Le gène DBI code une protéine hydrophile de 85 à 104 acides aminés, 

dépourvue de séquence signale (Mocchetti et al., 1986) (Fig. 2), dont la séquence 

complète a été déterminée par séquençage peptidique et/ou clonage chez de 

nombreuses espèces allant de l’homme à l’eubactérie. Chez l’homme, il existe une 

forme longue de 104 acides aminés qui résulte d’un épissage alternatif du transcrit 

primaire. Néanmoins, cette forme est largement minoritaire comparée à celle de 86 

acides aminés (Gray et al., 1986; Kolmer et al., 1995).  



 31

 
 

 I   II   III IV 



 32

La comparaison de la structure primaire de la séquence de DBI de rat avec 

différentes isoformes caractérisées chez les tétrapodes, révèle que le pourcentage 

d’homologie est compris entre 77 et 95 % (Fig. 2), indiquant que le gène DBI a subi 

une forte pression sélective au cours de l’évolution.  

La présence d’un grand nombre de résidus basiques dans la séquence du DBI 

indique que ce polypeptide pourrait être le précurseur de plusieurs peptides 

biologiquement actifs. Le fait que les acides aminés basiques conservés correspondent 

majoritairement à des lysines isolées exclu cependant l’intervention des prohormones 

convertases (PCs) dans le processus de maturation. Néanmoins, l’identification de 

plusieurs dérivés du DBI tels que l’octadécaneuropeptide (DBI33-50, ODN; Andersen et 

al., 1991), le triakontatétraneuropeptide (DBI17-50, TTN; Slobodyansky et al., 1989) et 

les DBI32-86 et DBI35-86, (Agerberth et al., 1993; Chen et al., 1997) dans des extraits de 

cerveau et/ou d’intestin, suggère que le DBI est clivé au niveau de lysines isolées 

(lysines 16, 32 et 50) et d’acides aminés non basiques (tyrosine 31 et alanine 34). Les 

enzymes impliquées dans la maturation du DBI sont actuellement inconnues.  

Les données structurales concernant le DBI, obtenues par modélisation 

moléculaire, révèlent la présence de quatre hélices α, situées entre les résidus 1 et 15 

(hélice I), 22 et 35 (hélice II), 52 et 60 (hélice III) et 68 et 85 (hélice IV) (Andersen et 

al., 1991) (Fig. 2). 

 

2.2. Localisation tissulaire et cellulaire des endozépines  

Des études immunohistochimiques ont démontré que les endozépines sont 

largement distribuées dans le SNC des mammifères et que le DBI est exprimé dès le 

11ème jour de vie fœtale chez le rat (Burgi et al., 1999). Chez l’homme (Ball et al., 

1989; Ferrarese et al., 1989a), le singe (Slobodyansky et al., 1992) et le rat adulte 

(Alho et al., 1985; Ball et al., 1986; Miyata et al., 1987; Tonon et al., 1990; Malagon 

 
 

Figure 2 : Alignement des séquences en acides aminés du DBI de différentes espèces. Les acides 
aminés conservés par rapport à la séquence de rat sont indiqués par un point sur fond gris foncé chez 
les mammifères et gris clair chez tous les êtres vivants. La méthionine initiatrice est notée en bleu, les 
résidus basiques sont notés en rouge et ceux jouant un rôle dans la stabilité de la protéine sont 
identifiés par * au niveau de la séquence du DBI de rat. Les régions du DBI correspondant au TTN 
(DBI17-50) et à l’ODN (DBI33-50) sont visualisées par un trait continu. La structure tertiaire du DBI 
déterminée chez l’homme et le bœuf est schématisée par quatre hélices α (I-IV). 
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 et al., 1993), les concentrations d’endozépines les plus importantes ont été détectées 

dans la substance noire, l’amygdale, l’hippocampe, l’hypothalamus et le cervelet 

(Tonon et al., 1990; Alho et al., 1991; Yanase et al., 2002). L’analyse par HPLC 

combinée au dosage radioimmunologique (RIA) a révélé l’existence de plusieurs 

formes moléculaires apparentées aux endozépines qui co-éluent notamment avec le 

DBI, le TTN et l’ODN (Ball et al., 1986; Rouet-Smih et al., 1992; Malagon et al., 

1993).  

Quelques travaux ont montré la présence d’endozépines dans certaines 

populations neuronales de l’hippocampe, du cervelet et du cortex de rat (Alho et al., 

1985; Ferrarese et al., 1987). Néanmoins, la majorité des données de la littérature 

indique que ces peptides sont essentiellement produits par les cellules gliales dans le 

SNC. Dans l’hypothalamus, un marquage immunohistochimique intense est observé 

dans les cellules épendymaires bordant le troisième ventricule, les tanycytes de 

l’éminence médiane et les astrocytes des noyaux supraoptiques et paraventriculaires 

(Alho et al., 1988, 1991; Tonon et al., 1990; Tong et al., 1991) (Fig. 3). Une 

immunoréactivité de type endozépines a également été détectée dans une sous-

population d’astrocytes sensibles aux œstrogènes du noyau arqué (NA), les Gomori-

positive astrocytes (Young, 1994). Au niveau du cervelet, seule la glie radiaire, 

correspondant aux cellules de Bergmann, est marquée par des anticorps dirigés contre 

l’ODN (Tonon et al., 1990; Vidnyanszky et al., 1994) ou le DBI (Yanase et al., 2002). 

Dans l’hypophyse, les endozépines sont présentes dans les pituicytes du lobe nerveux 

et dans quelques rares cellules situées dans le lobe intermédiaire (Tong et al., 1990). 

Des études en microscopie électronique ont révélé que le marquage est diffus dans 

l’ensemble du cytoplasme, suggérant que les endozépines ne sont pas stockées dans 

des vésicules de sécrétion (Tonon et al., 1990; Vidnyanszky et al., 1994). Ces 

observations sont en accord avec l’absence de peptide signal dans la séquence du DBI 

(Gray, 1987; Lihrmann et al., 1994). La localisation par hybridation in situ des ARNm 

codant le DBI dans plusieurs régions cérébrales confirme que les endozépines sont 

principalement synthétisées par les cellules gliales chez les mammifères (Alho et al., 

1988; Tong et al., 1991; Yanase et al., 2002).  
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Figure 3 : Illustration de la distribution des endozépines au niveau de 
l’hypothalamus. Immunolocalisation de l’ODN sur des coupes frontales 
d’hypothalamus de rat. D’après Tonon et al., 1990. 

 

Les endozépines sont également présentes dans de nombreux organes ou tissus 

périphériques où elles sont localisées dans plusieurs catégories de cellules, des cellules 

endocrines, dont les cellules stéroïdogènes de la surrénale (Besman et al., 1989; 

Bovolin et al., 1990; Alho et al., 1991) et du testicule (Rheaume et al., 1990; Schultz 

et al., 1992), des cellules exocrines (Steyaert et al., 1991; Tong et al., 1991), des 

cellules épithéliales (Schoemaker et al., 1983; Bovolin et al., 1990; Alho et al., 1991; 

Yanase et al., 2001) et les hépatocytes (Bovolin et al., 1990; Elholm et al., 2000). 

Enfin, quelques travaux ont démontré la présence d’endozépines dans les cellules 

satellites du plexus myentérique intestinal, les cellules sustentaculaires de la médullo-

surrénale (Yanase et al., 2002) et les cellules de Schwann des nerfs olfactif, optique, 

vague et sciatique (Lacor et al., 1996; Yanase et al., 2002), indiquant que dans le 

système nerveux périphérique, les endozépines sont également exprimées par les 

cellules gliales. 
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2.3. Pharmacologie, structure et distribution des récepteurs des 

endozépines   

En raison de sa capacité à déplacer les BZ de leurs sites de liaison, le DBI peut 

donc interagir avec leurs récepteurs de type central (CBR) ou périphérique, récemment 

renommé translocator protein (TSPO). Par ailleurs, des travaux ont montré que les 

endozépines sont également les ligands endogènes de RCPG.  

 

2.3.1. Récepteur des benzodiazépines de type central 

Le CBR fait partie intégrante d’un complexe macromoléculaire, constitué de 5 

sous-unités, incluant un site de liaison pour le GABA, R-GABAA et un canal chlore 

(Olsen et Sieghart, 2008). Actuellement, pas moins de 8 sous-unités et 20 isoformes du 

R-GABAA/CBR (α1-6, β1-4, γ1-3, δ, ε, θ, ρ1-3) ont été caractérisées chez les mammifères 

(Bonnert et al., 1999; Sieghart, 2000). Par des approches biochimiques et 

immunohistochimiques, il a été montré que les complexes macromoléculaires présents 

au niveau du SNC sont majoritairement de type 2α1-32β2-31γ2 (Pirker et al., 2000; Sur 

et al., 2001) (Fig. 4) et lient spécifiquement certaines BZ dites de type central, telles 

que le clonazépam et le flumazénil (Sieghart et Moehler, 1982; Kuriyama et al., 1993). 

Des études pharmacologiques réalisées sur des R-GABAA/CBR recombinants formés 

de sous-unités natives ou mutées, indiquent que les sites de liaison du GABA sont 

localisés à l’interface des sous-unités α et β (Amin et Weiss, 1993; White et Gurley, 

1995; Kash et al., 2004), et ceux des BZ à la jonction des sous-unités α et γ (Amin et 

al., 1997; Sigel, 2002). Selon l’isoforme α impliquée dans le complexe 

macromoléculaire, le CBR présente un site de haute affinité (α1; récepteur de type I) 

ou de basse affinité pour les BZ (α2, α3 ou α5; récepteur de type II) (Pritchett et 

Seeburg, 1990; Ruano et al., 1994; Tietz et al., 1999). Les sous-unités α4 et α6 quant à 

elles, confèrent une insensibilité à certaines BZ telles que le diazépam, le 

flunitrazépam et le clonazépam (Wisden et al., 1991; Hadingham et al., 1996; Khan et 

al., 1996). Une étude réalisée sur des cellules granulaires de cervelet a montré que 

l’ODN déplace la liaison du [3H]flumazénil et que son affinité pour ce récepteur est 20 

fois plus importante que celle du TTN (Guidotti et al., 1989). A l’inverse des BZ qui 

potentialisent l’action du GABA sur le courant chlore (Bormann et Clapham, 1985), 

les endozépines atténuent la réponse des cellules au GABA (Bormann, 1991), 
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indiquant que ces molécules, à la manière des β-carbolines (Mehta et Ticku, 1989; 

Rogers et al., 1994), se comportent comme des agonistes inverses du CBR. 

 

 

 

En plus des BZ et des endozépines, divers agents tels que les barbituriques, 

l’éthanol, des neurostéroïdes et certains cations polyvalents (Cu2+, Zn2+, La3+) 

modulent également l’activité des R-GABAA/CBR (Hevers et Luddens, 1998). Des 

études de liaison sur coupes de tissus ont montré que les CBR sont largement 

distribués dans l’ensemble du SNC des mammifères (Benavides et al., 1992; Rudolph 

et al., 1999; Sur et al., 2001). Une forte densité de sites de liaison pour les BZ a 

notamment été mise en évidence dans le striatum, le système limbique et le cortex 

cérébral (Trifiletti et Snyder, 1985; Sadzot et al., 1989; Ruano et al., 1994), le 

thalamus et l’hypothalamus (Young et Kuhar, 1980) ainsi que dans le cervelet (Olsen 

et Tobin, 1990; Benavides et al., 1992). Au niveau cellulaire, les CBR sont 

principalement exprimés par les neurones (Trifiletti et Snyder, 1985; Nicholson et al., 

1992) mais leur présence a également été mise en évidence dans les cellules gliales, en 

particulier dans les astrocytes (Bureau et al., 1995). Les CBR sont également retrouvés 

dans certains tissus périphériques comme l’hypophyse ou la surrénale par exemple 

(Berman et al., 1994; Parramon et al., 1994) mais leur densité est cependant moins 

importante que celle mesurée dans le SNC (Akinci et Schofield, 1999). 

 

 

Figure 4 : Représentation schématique du complexe macromoléculaire 
R-GABAA/CBR/canal chlore. Les sites de liaison du GABA, des endozépines (EZ), des 
benzodiazépines (BZ) et des autres agents modulateurs sont indiqués.  
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2.3.2. Récepteur des benzodiazépines de type périphérique 

La présence, en dehors du SNC, de sites de liaison pour le diazépam mais 

présentant une pharmacologie distincte de celle des CBR (Braestrup et Squires, 1977; 

Basile et al., 1986) a conduit plusieurs équipes à envisager l'existence d'un deuxième 

récepteur des BZ, le récepteur dit de type périphérique. Purifié à partir de fractions 

mitochondriales de surrénales, de pancréas et d'ovaires de rat, ce récepteur est une 

protéine d'environ 18 kDa qui a également été clonée chez plusieurs espèces de 

mammifères (Sprengel et al., 1989; Parola et al., 1991; Riond et al., 1991; Kah et al., 

1992; Garnier et al., 1994b). Cette protéine présente 5 domaines transmembranaires 

(Bernassau et al., 1993; Joseph-Liauzun et al., 1998) qui forment un canal pour le 

cholestérol (Lacapère et Papadopoulos, 2003) (Fig. 5). Elle lie spécifiquement les 

isoquinolines comme le PK14105 et le PK11195 (Antkiewicz-Michaluk et al., 1988; 

Riond et al., 1989). Des études de liaison réalisées sur des préparations 

mitochondriales ont montré que le TTN déplace la liaison du [3H]PK11195 et du 

[3H]Ro5-4864 tandis que I'ODN est sans effet (Papadopoulos et al., 1991b; 

Papadopoulos et al., 1992). L'analyse par Western-blot des complexes protéine 18 

KDa-[35S]DBI a révélé l'existence d'une seule bande de 27 kDa, visualisée à la fois par 

autoradiographie et à l'aide d'anticorps dirigés contre la TPSO (Garnier et al., 1994a), 

indiquant que le DBI peut se lier à ce recepteur. La comparaison de la structure en 3 

dimensions du TTN et de 67 autres ligands de la TPSO, ainsi que leur capacité 

respective à déplacer la liaison du [3H]PK11195 sur des homogénats de cortex de rat, a 

permis de proposer l’implication de la triade Met30, Leu31 et Phe33 du TTN dans la 

liaison à la TPSO (Cinone et al., 2000). Il est intéressant de noter que ce site 

hydrophobe est absent de la structure de I'ODN. 

La TPSO forme des pentamères (Fig. 5) qui sont associés à plusieurs autres 

protéines, un voltage-dependent anionic channel (VDAC), un adenine nucleotide 

carrier (ANC) (McEnery et al., 1992), la peripheral-type benzodiazepine receptor-

associated protein l (PRAX-1) (Galiegue et al., 1999) et la PBR and PKA associated 

protein 7 (PAP7) (Li et al., 2001; Chen et Guilarte, 2008). Le VDAC et l’ANC 

pourraient participer à la liaison des BZ, mais cela reste controversé (Lacapère et 

Papadopoulos, 2003). La PRAX-I permettrait la formation de clusters de TPSO 

(Galiegue et al., 1999) et la PAP7, en liant à la fois cette protéine et la protéine kinase 

A (PKA), induirait la phosphorylation par la PKA de la steroidogenesis acute 
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regulatory protein (StAR), une protéine chaperonne, favorisant le transport du 

cholésterol vers les TSPO (Lacapère et Papadopoulos, 2003; Liu et al., 2003; Rone et 

al., 2009). 

 

 
 

 

 

La TSPO est exprimée dans de nombreux organes ou tissus périphériques, 

notamment dans l'hypophyse, les glandes salivaires, la surrénale et les gonades 

(Anholt et al., 1985; De Souza et al., 1985; Yamagishi et Kawaguchi, 1998) ainsi que 

dans diverses structures cérébrales comme le bulbe olfactif, l'hypothalamus, le cervelet 

et les plexus choroïdes (Benavides et al., 1983; Schoemaker et al., 1983; Anholt et al., 

1984). Néanmoins, son taux d'expression dans le SNC est plus faible que dans les 

organes périphériques (Braestrup et Squires, 1977; Gallager et al., 1981; Kurumaji et 

Toru, 1996). Dans le SNC et les tissus périphériques, la TSPO et les endozépines sont 

globalement exprimées dans les mêmes types cellulaires, notamment dans les cellules 

stéroïdogènes de la surrénale et des gonades (Krueger et Papadopoulos, 1990; 

Papadopoulos et al., 1990), et dans plusieurs types de cellules gliales (cellules 

folliculaires, cellules de Schwann et cellules astrogliales) (Itzhak et al., 1993; 

Moynagh et al., 1994; Toranzo et al., 1994). La TSPO est principalement localisée au 

Figure 5 : Représentation schématique des récepteurs des benzodiazépines de type 
périphérique (TSPO). ANC, adenine nucleotide carrier; PAP7, PBR and PKA (R1α)-
associated protein; StAR, steroidogenesis acute regulatory protein; VDAC, voltage-
dependent anionic channel (adaptée de Chen et al., 2008). 
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niveau de la membrane mitochondriale externe (Anholt et al., 1986; Snyder et al., 

1987; Itzhak et al., 1993; Alho et al., 1994), mais sa présence a également été mise en 

évidence au niveau des membranes plasmique (Olsen et al., 1988; Oke et al., 1992; 

Woods et Williams, 1996) et nucléaire dans certains types cellulaires (Rago et al., 

1990; Hardwick et al., 1999; Kuhlmann et Guilarte, 2000). 

 

2.3.3. Récepteur métabotropique 

Le profil pharmacologique des récepteurs mis en jeu dans l’effet de l’ODN sur la 

sécrétion d’insuline induite par le glucose à partir du pancréas de rat perfusé ou d’îlots 

de Langerhans isolés (Borboni et al., 1991; Ostenson et al., 1994) n’a pas été 

clairement déterminé. Cependant, certaines observations suggèrent l’intervention d’un 

récepteur fonctionnellement différent des récepteurs classiques des BZ (De Stefanis et 

al., 1995). Par ailleurs, il a été montré que les endozépines augmentent la [Ca2+] dans 

divers types cellulaires comme les astrocytes de rat (Lamacz et al., 1996), les 

neutrophiles humains (Cosentino et al., 2000) et les cellules surrénaliennes de 

grenouille (Lesouhaitier et al., 2000). Les effets de l’ODN ou du TTN ne sont bloqués 

ni par les antagonistes spécifiques des CBR ni par ceux de la TSPO (Gandolfo et al., 

1997; Lesouhaitier et al., 1998; Cosentino et al., 2000). De plus, dans les astrocytes de 

rat en culture, l’ODN stimule le métabolisme des polyphosphoinositides (PIPs), via 

une protéine G sensible à la toxine pertussique (PTx) (Patte et al., 1995), indiquant que 

l’ODN serait également le ligand naturel d’un récepteur couplé à une phospholipase C 

(PLC) via une protéine Gi/0. Sur les cellules médullosurrénaliennes de grenouille et les 

neutrophiles humains, le TTN agit via des récepteurs couplés positivement à l’adénylyl 

cyclase (Lesouhaitier et al., 2000) ou à la PLC (Marino et al., 2003) par 

l’intermédiaire d’une protéine Gs ou Gi/o, respectivement.  

L’étude des relations structure/activité de l’ODN vis-à-vis du récepteur 

métabotropique astrocytaire a montré que l’octapeptide C-terminal de l’ODN (OP) est 

le plus court fragment biologiquement actif dans ce modèle (Leprince et al., 1998) et a 

permis de développer un antagoniste de ce récepteur, le cyclo1-8 [D-Leu5]OP (Leprince 

et al., 2001). Le fait que l’OP soit sans effet sur la liaison du [3H]flumazénil dans les 

cellules granulaires de cervelet, ni sur celle du [3H]PK11195 dans les astrocytes de rat  

(Guidotti et al., 1989), confirme l’existence d’un troisième site de liaison pour les 
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endozépines pharmacologiquement et fonctionnellement distinct des CBR et de la 

TSPO dans les cellules gliales. 

  

2.4. Activités biologiques des endozépines  

2.4.1. Effets comportementaux 

Injectées par voie intracérébroventriculaire (icv) chez le rat, les endozépines 

exercent des activités anxiogènes (De Mateos-Verchere et al., 1998), pro-agressives 

(Kavaliers et Hirst, 1986) et pro-conflictuelles (Costa et al., 1983; Guidotti et al., 

1983; Ferrero et al., 1986; Slobodyansky et al., 1989). Les effets de l’ODN sont 

spécifiquement bloqués par le flumazénil, confirmant que ce peptide se comporte 

comme un agoniste inverse des CBR, alors que ceux du TTN ne sont abolis que par le 

PK11195, un antagoniste des TSPO (Slobodyansky et al., 1989). Il est intéressant de 

noter que chez des individus anxieux ou dépressifs, les concentrations de DBI dans le 

liquide céphalo-rachidien (LCR) sont plus élevées que chez les sujets témoins 

(Barbaccia et al., 1986; Ferrero et al., 1988; Roy et al., 1989; Roy, 1991).  

De plus, l’administration centrale d’ODN entraîne, via l’activation des CBR, une 

réduction du temps de sommeil induite par le pentobarbital (Dong et al., 1999) et de la 

prise de boisson chez la souris (Manabe et al., 2001). Il a également été montré que 

l’injection icv d’ODN diminue l’ingestion de nourriture (De Mateos-Verchere et al., 

2001; Do Rego et al., 2007). L’effet anorexigène de l’ODN n’est pas bloqué par des 

antagonistes des CBR ou des TSPO, mais est aboli par le cyclo1-8[DLeu5]OP, un 

puissant antagoniste du récepteur métabotropique (Do Rego et al., 2007).  

Une étude récente montre que l’ODN augmente les taux des ARNm codant un 

peptide anorexigène, l’α-melanocyte-stimulating hormone (α-MSH) et réduit 

l’expression d’un neuropeptide orexigène, le neuropeptide Y (NPY), dans 

l’hypothalamus du rat affamé (Compère et al., 2003), indiquant que l’effet des 

endozépines sur la prise alimentaire résulterait à la fois d’une inhibition des voies 

orexigènes et d’une activation des voies anorexigènes hypothalamiques. 

 

2.4.2. Effets sur la stéroïdogenèse 

De nombreux travaux réalisés chez les mammifères, soit à partir de préparations 

mitochondriales, soit de cellules intactes indiquent que le DBI et le TTN stimulent la 
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biosynthèse des hormones stéroïdiennes dans les organes périphériques et plus 

particulièrement dans des cellules de Leydig normales (Besman et al., 1989; Garnier et 

al., 1993) et tumorales des lignées MA-10 et R2C (Garnier et al., 1993, 1994a), ainsi 

qu’au niveau des cellules corticosurénaliennes normales (Yanagibashi et al., 1988) et 

tumorales de la lignée Y-1 (Papadopoulos et al., 1991b). La plupart des travaux 

montrent que l’action stimulatrice des endozépines sur la stéroïdogenèse est bloquée 

par le flunitrazépam (Papadopoulos et al., 1991a, 1991b; Duparc et al., 2003). Il a été 

proposé que les endozépines, produites localement dans les cellules stéroïdogènes, en 

se liant aux TSPO mitochondriaux, favorisent le transport du cholestérol à l’intérieur 

des mitochondries (Yanagibashi et al., 1989; Papadopoulos et al., 1991b) ou stimulent 

directement l’activité du cytochrome P-450scc, responsable de la conversion du 

cholestérol en prégnénolone (Brown et Hall, 1991).  

Parallèlement à son effet propre sur la stéroïdogénèse chez les mammifères, le 

DBI est indispensable à l’effet stimulateur de l’hormone adrénocorticotrope (ACTH) 

sur des cellules surrénaliennes (Cavallaro et al., 1992) ainsi qu’à celui de l’hCG sur les 

cellules de la lignée MA-10 (Boujrad et al., 1993). A l’inverse, les endozépines 

pourraient inhiber indirectement la synthèse des hormones stéroïdiennes en réduisant 

au niveau hypothalamique l’expression des gènes codant la gonadolibérine (Li et 

Pelletier, 1995; Compère et al., 2004) et la corticolibérine (Givalois et al., 1998). 

Enfin, un effet stimulateur du TTN sur la production de corticostérone et 

d’aldostérone a également été mis en évidence chez la grenouille (Lesouhaitier et al., 

1998, 2000). De plus, des travaux menés sur les glandes prothoraciques de papillon ont 

montré que le DBI est également capable de stimuler la production d’ecdysone 

(Snyder et Van Antwerpen, 1998), indiquant que la fonction des endozépines sur la 

synthèse des stéroïdes est apparue très tôt au cours de l’évolution. 

 

2.4.3. Effets des endozépines sur le métabolisme lipidique 

Le DBI, qui présente une grande affinité pour les esters d’acyl-CoA (Knudsen, 

1991; Rosendal et al., 1993; Faergeman et al., 1996), protège ces derniers de l’action 

des acyl-CoA hydroxylases (Rasmussen et al., 1993) et favorise leur transport vers les 

mitochondries et les microsomes où ils sont utilisés pour la synthèse de glycérolipides 

(Knudsen et al., 1993; Rasmussen et al., 1994). La surexpression du gène DBI stimule 

la lipogenèse dans les cellules McA-RH 7777, une lignée de cellules tumorales 
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d’origine hépatique (Yang et al., 2001). Inversement, l’invalidation chez la levure 

Saccharomyces cerevisiae du gène DBI induit une augmentation de la concentration 

des esters d’acyl-CoA, et, par voie de conséquence, réduit les taux d’acides gras 

(Schjerling et al., 1996), confirmant l’importance du DBI dans le contrôle du 

métabolisme lipidique. 

 

2.4.4. Autres effets des endozépines 

a) Effets des endozépines sur les glandes endocrines 

Outre leurs effets sur les glandes stéroïdogènes, les endozépines modulent 

également la libération d’hormones au niveau du tube digestif. En effet, 

l’administration de DBI par voie intra-duodénale provoque une augmentation du taux 

de cholécystokinine (CCK) plasmatique, stimulant ainsi la sécrétion de l’amylase 

pancréatique (Herzig et al., 1996; Li et al., 2000). Une étude menée sur la lignée de 

cellules tumorales d’origine intestinale STC1 montre que l’action de l’ODN sur la 

libération de CCK nécessite un influx de calcium via des canaux de type L (Yoshida et 

al., 1999), suggérant que l’effet des endozépines sur la libération de CCK s’effectue 

indépendamment des récepteurs des BZ.  

b) Effets des endozépines sur la prolifération cellulaire  

Les quantités d’endozépines mesurées dans les glioblastomes et les 

astrocytomes de hauts grades sont supérieures à celles détectées dans des tissus sains 

(Ferrarese et al., 1989b; Alho et al., 1995; Miettinen et al., 1995). De même, le niveau 

d’expression du gène codant le DBI est particulièrement élevé dans les carcinomes 

hépatiques humains (Venturini et al., 1998a, 1998b, 1999) et le taux circulant de DBI 

chez les patients porteurs de ces tumeurs est multiplié par un facteur 2,5 (Venturini et 

al., 1998a). Par ailleurs, le profil d’expression des endozépines observé durant 

l’ontogenèse (Malagon et al., 1993; Burgi et al., 1999) coïncide avec celui de la 

prolifération des cellules gliales dans le SNC. Enfin, une augmentation de 

l’immunoréactivité de type ODN a été mise en évidence dans les cellules de Schwann 

au cours du processus de régénération nerveuse (Lacor et al., 1996, 1999). L’ensemble 

de ces observations suggère que les endozépines exerceraient des effets trophiques. De 

fait, le DBI et ses dérivés stimulent la prolifération des cellules de mélanomes humains 

(Apfel et al., 1992) et des cellules de Leydig de la lignée MA-10 (Garnier et al., 1993). 

De même, l’ODN et le TTN augmentent l’incorporation de [3H]thymidine dans les 
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astrocytes de rat en culture (Gandolfo et al., 1999, 2000). Inversement, l’inhibition de 

la biosynthèse du DBI par transfection d’oligonucléotides antisens dans la lignée pré-

adipocytaire 3T3-L1 (Mandrup et al., 1998) ou d’ARN interférents dans différentes 

lignées cellulaires humaines (Faergeman et Knudsen, 2002) bloque l’incorporation de 

[3H]thymidine et provoque la mort des cellules par apoptose. L’effet des endozépines 

sur la prolifération cellulaire semble en général mettre en jeu l’activation des TSPO 

(Garnier et al., 1993; Gandolfo et al., 2000). A l’appui de cette hypothèse, plusieurs 

études ont montré une corrélation positive entre la densité de TSPO et la quantité 

d’endozépines dans diverses lignées tumorales (Alho et al., 1995; Miettinen et al., 

1995; Hardwick et al., 1999). 

 

c) Effets des endozépines sur le système immunitaire 

Des expériences menées in vitro, sur des monocytes humains, ont montré que les 

endozépines potentialisent l’action stimulatrice des lipopolysaccharides bactériens sur 

la production et la synthèse de plusieurs cytokines pro-inflammatoires (Taupin et al., 

1991, 1993b; Stepien et al., 1993). Les effets immunomodulateurs des endozépines, 

qui ne sont mimés que par le Ro5-4864, mettent en jeu les TSPO (Taupin et al., 1991, 

1993a). Par la suite, des travaux réalisés sur des neutrophiles humains ont montré que 

le TTN stimule la synthèse et la libération de l’IL-8, et augmente la sensibilité 

chimiotactique et l’activité phagocytaire de ces cellules en activant un récepteur 

métabotropique couplé à la PLC (Cosentino et al., 2000; Marino et al., 2003).  

 

2.5. Contrôle de la libération des endozépines  

Plusieurs approches dont le RIA des endozépines ont permis de mettre en 

évidence leur présence dans le plasma (Ball et al., 1986) et le LCR chez l’homme 

(Ferrarese et al., 1990) ainsi qu’au niveau de la lumière duodénale chez le rat (Herzig 

et al., 1998), indiquant que les endozépines pouvaient être libérées in vivo.  

L’identification des facteurs neuronaux contrôlant la sécrétion des endozépines 

par les cellules gliales a été réalisée sur des cultures d’astrocytes de rat. Ces travaux, 

menés au laboratoire, ont montré que la libération d’endozépines est stimulée par le 

PACAP via l’activation des récepteurs PAC1 positivement couplés à l’adenylyl 

cyclase et la phopholipase C (Masmoudi et al., 2003, 2006), et par le peptide β-
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amyloïde en interagissant avec les récepteurs des peptides N-formylés (Tokay et al., 

2005, 2008). Inversement, cette libération est inhibée par l’activation du récepteurs 

GABAB (Patte et al., 1999) et des récepteurs sst1, sst2 et sst4 de la somatostatine 

(Masmoudi et al., 2005), tous négativement couplés à l’adénylyl cyclase. Le PACAP, 

le peptide β-amyloïde et la somatostine modulent également de façon coordonnée 

l’expression du DBI dans les astrocytes (Masmoudi et al., 2005; Tokay et al., 2005). 

Plus récemment, il a été démontré que l’exportation des endozépines, peptides non 

vésiculés (Tonon et al., 1990; Vidnyanszky et al., 1994), vers le milieu extracellulaire 

s’effectue via des transporteurs de type ATP binding cassette (ABC) (Tokay et al., 

2008). L’ensemble de ces données indique que la production d’endozépine par les 

cellules astrogliales est finement régulée par des facteurs produits par les neurones, 

incluant des neuropeptides et des neurotransmetteurs classiques.  

3. Régulation centrale de l’homéostasie énergétique 

Le rôle majeur de l’hypothalamus dans la régulation du comportement 

alimentaire a été mis en évidence dès les années 50, par des travaux montrant que la 

lésion du noyau ventromédian (NVM) s’accompagne d’hyperphagie et/ou d’obésité 

tandis que la destruction de l’hypothalamus latéral (HL) induit une diminution de la 

prise de nourriture et une perte de poids chez le rat (Hetherington, 1940; Anand et 

Brodeck, 1951). Plus tard, de nombreuses études ont permis de mettre en évidence le 

rôle essentiel du NA dans la régulation de l’homéostasie énergétique. 

 

3.1. Structures hypothalamiques et comportement alimentaire  

De par sa position anatomique, à l’interface entre le LCR et le sang circulant 

dans l’endothélium vasculaire fenestré de l’éminence médiane, le NA est un site 

privilégié pour percevoir l’évolution du statut énergétique de l’organisme (Kalra et al., 

1999). Le NA est constitué de deux populations neuronales distinctes, dites de premier 

ordre, qui exerçent des effets opposés sur le comportement alimentaire. L’une exprime 

la proopiomélanocortine (POMC), précurseur de l’α-MSH (Poggioli et al., 1986) et le 

cocaine- and amphetamine-regulated transcript (CART) (Elias et al., 1998; 

Kristensen et al., 1998), deux neuropeptides anorexigènes et l’autre produit le NPY 

(Stanley et al., 1986) et l’agouti-related protein (AgRP) (Broberger et al., 1998; Hahn 

et al., 1998), deux neuropeptides orexigènes. Ces populations neuronales projettent 
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vers des neurones dits de second ordre, localisés dans le noyau paraventriculaire 

(NPV), l’aire périfornicale (APF), l’HL, le NVM et le noyau dorsomédian (NDM) de 

l’hypothalamus, impliqués dans l’adaptation du comportement alimentaire et/ou la 

régulation de l’homéostasie énergétique de l’organisme. Les principaux peptides 

impliqués dans la régulation du comportement alimentaire sont répertoriés dans le 

tableau 2. 

 

3.1.1. Neurones de 1er ordre du noyau arqué 

d) Neurones à α-MSH/CART 

Administrée par voie icv, l’α-MSH exerce un effet anorexigène qui 

s’accompagne d’une diminution de la masse corporelle (Fan et al., 1997; Grill et al., 

1998; McMinn et al., 2000). L’effet de l’α-MSH sur la prise alimentaire est aboli par 

une injection d’AgRP ou de son fragment C-terminal, l’AgRP(83-132) indiquant la mise 

en jeu des récepteurs au mélanocortine de type 3 et 4 (MCR3/4) (Rossi et al., 1998). 

Le jeûne, qu’il soit aigu ou chronique, entraîne une diminution de l’expression de la 

POMC (Giraudo et al., 1998). La réalimentation des animaux permet de restaurer les 

taux d’ARNm de la POMC à des niveaux comparables à ceux mesurés chez les 

animaux nourris normalement (Swart et al., 2002). Plusieurs cas d’obésité sévère 

rapportés chez l’homme sont liés à la présence de mutations sur les gènes codant la 

POMC, le MCR3 ou le MCR4 (Krude et al., 1998; Vaisse et al., 2000; Schalin-Jantti 

et al., 2003). De même, chez la souris, l’invalidation d’un seul allèle du gène de la 

POMC est suffisante pour entraîner un surpoids (Challis et al., 2004). L’ensemble de 

ces données montre la place cruciale du système mélanocortinique dans le contrôle de 

la balance énergétique.  

Le CART, qui est colocalisé avec la POMC dans les neurones du NA (Elias et 

al., 1998), voit également son expression diminuée chez des rats soumis à un jeûne 

aigu (24 et 48 h) et dans plusieurs modèles de souris obèses (Kristensen et al., 1998). 
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Peptides Récepteur(s) 
Impliqué(s) 

Site(s) d’expression 
dans l’hypothalamus Références 

Agouti-related protein MC3-R, MC4-R NA Fong et al., 1997; Small et al., 2001 

Beacon N.D. NA, HL/APF, NPV Collier et al., 2000 

Dynorphine Kappa NPV Lambert et al., 1993 

GABA GABAa, GABAb NA, NVM Morley, 1981; Patel et Ebenezer, 2004 

Galanine Gal-R1, -R2, -R3 NA, NDM,  HL/APF Branchek et al., 2000 

Galanin-like peptide Gal-R2 NA, NPV Matsumoto et al., 2002; Seth et al., 2003 

Ghréline GHS-R NA Wren et al., 2001 

MCH MCH1-R, MCH2-
R HL/APF Qu et al., 1996 

Neuropeptide Y Y1-R, Y2-R, Y5-R NA , NDM, NVM Billington et al., 1991; Erickson et al., 1996 

Nociceptine ORL-1 NA Polidori et al., 2000 

Orexine A Ox1-R, Ox2-R HL/APF Haynes et al., 1999; Shiraishi et al., 2000 

VGF N.D. NA Hahm et al., 2002 

Fa
ct
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26RFa/43RFa GPR103 NVM, HL Chartrel et al., 2003; do Rego et al., 2006 

α-MSH MC3-R, MC4-R NA Fan et al., 1997; Yaswen et al., 1999 

Apéline APJ NA, NPV Reaux et al., 2002 

BDNF TrkB NVM Xu et al., 2003 

Bombésine/GRP GRP-R NPV Wada et al., 1998; Ladenheim et al., 2002 

CART N.D. NA, NDM,  HL/APF Bannon et al., 2001 

CGRP CGRP-R NA, HL/APF Dhillo et al., 2003 

CRH CRH1-R, CRH2-R NPV Bernstein et al., 1998 

ODN RCPG de l’ODN NA Garcia de Mateos-Verchere et al., 2001; Do Rego et al., 2007 

Dopamine D1, D2 NA, NDM Ladurelle et al., 1991 

GLP-1 GLP1-R NA, NDM,  HL, NPV, NVM Tang-Christensen et al., 1996; Peters et al., 2001 

GLP-2 GLP2-R NDM Tang-Christensen et al., 2000 

Nesfatine-1 N.D. NA, NPV Oh et al., 2006; Kohno et al., 2008 

Neuromédine S NMU2R NPV Ida et al., 2005 

Neuromédine U NMU2R NVM Howard et al., 2000; Kowalski et al., 2005 

Neuropeptide B et W GPR7 NPV Ishii et al., 2003 

Neurotensine NTR-1 NA, NDM, NPV,NVM Sahu et al., 2001; Remaury et al., 2002 

NPFF NPFF-1, NPFF-2 NVM, NDM Sunter et al., 2001) 

Ocytocine OXT-R NPV Arletti et al., 1989; Olson et al., 1991 

PACAP N.D. NA, NVM Chance et al., 1995; Mizuno et al., 1998 

PrRP GPR10 NDM Vergoni et al., 2002; Gu et al., 2004 

Sérotonine 5HT1, 5HT2 NPV Dourish, 1995; Currie et al., 2002 

Somatostatine N.D. NA, NVM Scalera et Tarozzi, 1998 

TRH TRH-R1 NPV Kow et Pfaff, 1991 

Fa
ct

eu
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Urocortine CRF2-R NVM, HL Spina et al., 1996; Ohata et al., 2000; Reyes et al., 2001 

 

 
 26-RFamide; 43-RFa, 43-RFamide; CGRP, calcitonin gene-related peptide; GLP-1, glucagon-like 
peptide-1; GLP-2, glucagon-like peptide-2; NPFF, neuropeptide FF; PrPP, prolactin-releasing peptide, 
VGF, vascular growth factor, N.D., non déterminé 

Tableau 2 : Principaux facteurs hypothalamiques impliqués dans la régulation de 

l’homéostasie énergétique. 
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L’administration centrale d’anticorps dirigés contre le CART stimule la prise 

alimentaire chez le rat (Kristensen et al., 1998; Lambert et al., 1998) indiquant que ce 

peptide endogène exerce un effet anorexigène. Les mêmes auteurs montrent que 

l’administration de CART ou de son fragment terminal, inhibe l’action orexigène du 

NPY (Kristensen et al., 1998; Lambert et al., 1998). De façon paradoxale, l’injection 

de CART(82-103) seul, directement au niveau du NA, augmente la prise alimentaire 

(Abbott et al., 2001). Ces résultats, apparemment contradictoires, suggèrent qu’il 

existe plusieurs populations neuronales exprimant le CART et qu’elles exercent des 

rôles différents dans le contrôle de l’homéostasie énergétique.  

 
e) Neurones à NPY/AgRP 

Le NPY, nommé ainsi en raison de la présence de résidus tyrosine aux 

extrémités N- et C- terminales de sa séquence, est un peptide de 36 acides aminés qui a 

été initialement isolé à partir d’un extrait de cerveaux de porc par Tatemoto et 

collaborateurs en 1982. Une injection aiguë de NPY, à des doses de 2 à 10 µg par voie 

icv ou directement au niveau du NA, stimule la prise de nourriture chez le rat rassasié 

(Clark et al., 1984; Stanley et Leibowitz, 1984, 1985). L’effet orexigène du NPY est 

relayé par les récepteurs Y1 et Y5, des récepteurs de type RCPG couplés négativement 

à l’adénylyl cyclase (Aakerlund et al., 1990; Gerald et al., 1996; Hu et al., 1996; 

Kanatani et al., 2001). Lors d’un jeûne, aigu ou chronique, la concentration en NPY au 

niveau du NA est doublée puis retourne vers des valeurs basales après réalimentation 

des animaux (Sahu et al., 1988; Sanacora et al., 1990; Swart et al., 2002). 

Réciproquement, l’administration chronique de NPY chez le rat induit une obésité 

(Zarjevski et al., 1993). L’ensemble de ces observations démontre l’importance du 

NPY dans la régulation à court et à long terme de la prise alimentaire. Toutefois, les 

souris transgéniques n’exprimant pas le gène du NPY possèdent un poids et une masse 

graisseuse normaux (Thorsell et Heilig, 2002). L’absence d’un phénotype 

« anorexique » chez ces animaux suggère l’existence de systèmes orexigènes 

compensateurs ou alternatifs. De fait, une étude menée sur ce modèle indique que le 

jeûne augmente l’expression du gène codant l’AgRP dans les neurones du NA et que 

ces animaux présentent une hypersensibilité à une injection icv du peptide (Marsh et 

al., 1999). 
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La découverte de l’AgRP découle directement de l’étude d’un modèle de souris 

obèse, hyperphage et au pelage jaune dont le phénotype est dû à la surexpression dans 

tout l’organisme de la protéine agouti (Lu et al., 1994). Contrairement à cette dernière, 

l’AgRP est normalement exprimée au niveau du NA dans 90% des neurones 

NPYergiques (Broberger et al., 1998). Il a été récemment observé par 

immunohistochimie que l’AgRP est également présente dans des astrocytes du NA 

(Dunbar et al., 2005). L’administration par voie icv d’une dose unique de 100 pmoles 

d’AgRP induit une hyperphagie qui perdure durant les 7 jours qui suivent l’injection 

(Hagan et al., 2000). Enfin, un jeûne de 24 h entraîne une augmentation de 

l’expression du gène de l’AgRP dans les neurones du NA, confirmant l’implication de 

ce neuropeptide dans la régulation de la prise alimentaire (Swart et al., 2002). A 

l’instar de la protéine agouti, l’AgRP agit comme un antagoniste naturel des récepteurs 

des MCR3/4 (Ollmann et al., 1997). 

 

3.1.2. Populations neuronales de second ordre 

Les populations neuronales de second ordre sont localisées dans le NPV, l’APF, 

l’HL, le NVM et le NDM. 

 Au sein du NPV, les fibres à POMC/CART et NPY/AGRP forment des 

contacts synaptiques notamment avec les neurones produisant des neuropeptides 

anorexigènes i.e. la corticotropin-releasing hormone (CRH) (Suda et al., 1993), la 

thyrotropin-releasing hormone (TRH) (Legradi et Lechan, 1998) et l’ocytocine 

(Schwartz et al., 2000). Des travaux effectués chez des rats normalement nourris 

montrent que l’administration d’antagonistes des récepteurs MC4R dans le NPV 

augmente la prise de nourriture (Giraudo et al., 1998), démontrant que le tonus 

satiétogène exercé par le système mélanocortinique est en partie relayé par cette 

structure. 

 Les fibres à POMC/CART et NPY/AgRP émettent également des contacts 

synaptiques avec d’autres populations neuronales localisées dans l’HL et le APF 

notamment les neurones à melanin-concentrating hormone (MCH) (Qu et al., 1996; 

Hervieu, 2003; Badami et al., 2010) et les neurones à orexine A (De Lecea et al., 

1998; Haynes et al., 1999; Martynska et al., 2005; Badami et al., 2010). Injectés par 

voie icv, le MCH et l’orexine augmentent la prise de nourriture (Qu et al., 1996; 

Szekely et al., 2002). Des travaux menés sur des animaux déficients pour le gène de 
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l’orexine montrent que les effets hyperphagiques de ce peptide sont principalement 

associés à son action sur le cycle du sommeil (Willie et al., 2001). L’existence d’un 

phénotype hypophagique chez les souris déficientes pour le gène codant le récepteur 

du MCH (Shimada et al., 1998) démontre l’implication directe de celui-ci dans les 

mécanismes d’adaptation du comportement alimentaire. De plus, l’expression de la 

MCH est stimulée par l’injection centrale d’AgRP chez des souris normalement 

nourries (Hanada et al., 2000), indiquant que cette population neuronale est également 

assujettie au tonus satiétogène exercé par le système mélanocortinique. 

Par ailleurs, les populations neuronales localisées au niveau du NDM expriment 

également la MCH (Badami et al., 2010). Ces neurones reçoivent des afférences 

synaptiques en provenance des neurones à POMC/CART et à NPY/AgRP du NA 

(Kalra et al., 1999) et des neurones du NVM. Les neurones à MCH se projettent non 

seulement vers le NPV, mais également vers le NVM (Wynne et al., 2005), 

connexions qui pourraient constituer une boucle de rétroaction.  

Au niveau du NVM, les fibres à POMC/CART et à NPY/AgRP forment des 

contacts synaptiques avec des populations de neurones produisant le BDNF (Sternson 

et al., 2005), un neuropeptide aux propriétés anorexigènes (Rios et al., 2001; Xu et al., 

2003). Des travaux effectués chez l’homme et le rongeur montrent que la délétion du 

gène codant le récepteur du BDNF s’accompagne d’une hyperphagie et d’une obésité 

morbide (Lyons et al., 1999; Yeo et al., 2004), suggérant que les neurones à BDNF 

sont nécessaires au tonus satiétogène exercé par le système mélanocortinique. Les 

neurones à BDNF émettent des projections notamment vers les noyaux du NPV, LH, 

NDM et vers le NTS (Sclafani et al., 1975; Canteras et al., 1994; McClellan et al., 

2006), suggérant que le NVM aurait un rôle de modulateur.  

Les connexions entre les noyaux hypothalamiques et le noyau du tractus 

solitaire (NTS) impliquées dans la régulation de l’homéostasie énergétique seront 

traitées dans le chapitre III-2.1.  

 
  

3.2. Structures cérébrales et métabolisme périphérique 

Le tronc cérébral, et plus particulièrement le NTS, participe à la régulation de 

l’homéostasie énergétique en périphérie (Scheurink et Nolan, 1996). Ce noyau est 

innervé par des fibres afférentes en provenance d’un grand nombre de noyaux 
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hypothalamiques (Ricardo et Koh, 1978; Van Der Kooy et al., 1984; Ter Horst et al., 

1989), qui, par le biais de cette structure, peuvent également participer au maintien de 

la balance énergétique.  
 

3.2.1. Interactions entre le tronc cérébral et le système nerveux 

autonome 

 Le stockage et la mise à disposition du glucose et des acides gras en périphérie 

sont des mécanismes régulés par le système nerveux autonome (SNA). Le SNA est 

une structure contrôlée par le tronc cérébral et plus particulièrement par le NTS, dont 

les projections innervent les neurones préganglionnaires des fibres sympathiques (ou 

orthosympatiques) et parasympathiques (Campbell et Reece, 2007) qui ont un effet 

opposé sur les organes cibles. Les fibres ortho- et parasympathiques, dont les 

neuromédiateurs sont respectivement la noradrénaline et l’acétylcholine, innervent la 

plupart des organes périphériques dont notamment le pancréas, le foie, les adipocytes 

et les muscles squelettiques (Campbell et Reece, 2007). Ainsi, le système 

parasympathique favorise le stockage du glucose et des acides gras libres tandis que 

l’orthosympathique favorise leurs libérations (Scheurink et Nolan, 1996) (Fig. 6). 

 

                
 

 

 

Figure 6 : Effets du système nerveux autonome sur l’homéostasie énergetique. 
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3.2.2. Interactions entre l’hypothalamus et le système nerveux 

autonome 

Il existe un grand nombre de connexions réciproques entre plusieurs noyaux 

hypothalamiques et le NTS (Ricardo et Koh, 1978; Van Der Kooy et al., 1984; Ter 

Horst et al., 1989). A titre d’exemple, l’activation des récepteurs MCR4 qui sont 

exprimés par les neurones du NA se projetant vers le NTS, diminue l’appétit via 

l’activation du nerf vague (Grill et al., 1998; Williams et al., 2000).  

Par ailleurs, le NTS présente des neurones à NPY/AgRP et à POMC/CART se 

projetant vers le NPV (Wynne et al., 2005; Morton et al., 2006), suggérant que cette 

région hypothalamique reçoit les informations provenant du SNA et peut, en 

conséquence, adapter son activité. De plus, des expériences réalisées sur des rats ont 

montré que les fibres à ocytocine du NPV innervant le NTS (Sawchenko, 1987; 

Landgraf et al., 1990; Blevins et al., 2003) sont également capables de moduler 

l’appétit (Maejima et al., 2009), indiquant l’existence d’une communication bilatérale 

entre ces deux structures (Fig. 7).  

De même, des expériences réalisées sur la souris ont mis en évidence 

l’existence d’interactions réciproques directes entre les neurones issus du NVM et de 

l’HL et ceux du NTS (Wynne et al., 2005) (Fig. 7). Ainsi, à titre d’exemple, 

l’activation des neurones localisés dans l’HL stimule l’activité du SNA, tandis que la 

modulation de l’activité du SNA par des organes cibles tels que le foie et les intestins, 

modulerait en retour, via le NTS, l’activité électrique des populations neuronales de 

l’HL (Kirchgessner, 2002). Par ailleurs, des études plus récentes ont montré que les 

fibres à MCH innervant le NTS sont impliquées dans la régulation du stockage de 

graisse en périphérie (Zheng et al., 2005). 

Certains neurones hypothalamiques localisés aux niveaux du NA, de l’HL, du 

NDM et du NPV se projettent également vers les neurones préganglionnaires 

sympathiques et parasympathiques (Palkovits, 1999; Elmquist, 2001; Van den Top et 

al., 2003), indiquant que ces régions pourraient participer de manière directe au 

contrôle de l’homéostasie énergétique exercée par le SNA. A titre d’exemple, 

l’utilisation de traceurs rétrogrades a permis de mettre en évidence l’existence 

d’interactions directes entre les neurones à POMC/CART du NA et des neurones 

préganglionnaires innervant les adipocytes (Elias et al., 1998).  
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4. Sensibilité hypothalamique aux informations métaboliques 
 

4.1. Sensibilité aux hormones 

Les récepteurs spécifiques aux principales hormones impliquées dans le 

maintien de l’homéostasie énergétique (leptine, insuline, ghréline, GLP-1, CCK…) 

sont exprimés au niveau de l’hypothalamus. Ceux-ci permettent la détection du taux 

d’hormone circulant, et assurent ainsi un ajustement de la prise alimentaire et des 

dépenses énergétiques. Etant donné l’intérêt que nous avons porté au cours de nos 

travaux à l’insuline et la leptine, seules les actions centrales de ces deux hormones 

seront traitées dans les paragraphes suivants. 

 

 

Figure 7 : Connexions nerveuses intra- et extra-hypothalamiques, impliquées 

dans l’homéostasie énergétique. Les peptides orexigènes sont entourés par un 

trait discontinu vert et les peptides anorexigènes par un trait discontinu rouge. Les 

interactions entre les différentes populations de neurones sont illustrées par une 

flèche (stimulation) ou une ligne interrompue (inhibition). 
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4.1.1. L’insuline  

L’insuline est produite par les cellules β pancréatiques et libérée en condition 

d’hyperglycémie (Ferner, 1951). Cette hormone, dont les effets s’opposent à ceux du 

glucagon synthétisé par les cellules α-pancréatiques, permet le maintien de la glycémie 

autour d’une valeur moyenne de 5 mM chez le rat (Jiang et Zhang, 2003). Le récepteur 

de l’insuline (INS-R) est un récepteur ubiquiste qui est présent à la fois au niveau de la 

périphérie et du SNC (Unger et al., 1991). L’injection centrale d’insuline chez le singe 

induit une diminution de la prise alimentaire qui s’accompagne d’une augmentation 

des dépenses énergétiques (Woods et al., 1979).  

Inversement, l’administration dans le NA d’ARN antisens dirigés contre INS-R 

induit une hyperphagie qui s’accompagne d’une augmentation du stockage par les 

adipocytes (Obici et al., 2002a). Enfin, l’injection intrapéritonéale d’insuline stimule 

l’expression de la POMC au niveau du NA (Pritchard et al., 2002), et des travaux 

réalisés chez le rat montrent que l’effet anorexigène d’une injection centrale d’insuline 

est bloqué par un antagoniste des récepteurs MCR3/4 (Benoit et al., 2002), indiquant 

que l’effet satiétogène de l’insuline est relayé par le système mélanocortinique. 

Des données de la littérature indiquent que les astrocytes sont directement 

sensibles à cette hormone. Ainsi, des études de liaison réalisées sur des astrocytes en 

culture révèlent qu’ils expriment également des récepteurs pour cette hormone (Zhu et 

al., 1990). De plus, l’application d’insuline dans le milieu de culture stimule l’entrée 

du glucose dans le cytosol et la synthèse de glycogène (Kum et al., 1992). L’existence 

de récepteurs fonctionnels sur les astrocytes suggère qu’ils pourraient être impliqués 

dans la réponse des neurones du NA à l’insuline. 

 

4.1.2. La leptine 

La leptine est une cytokine de 16 kDa codée par le gène ob, (Zhang et al., 1994) 

principalement produite par les adipocytes (Ahima et Osei, 2004). Les taux circulants 

de cette hormone sont proportionnels à la quantité de tissu adipeux et reflètent de ce 

fait le statut énergétique de l’organisme. Les modèles murins de déficience du gène 

codant la leptine (souris ob/ob) ou son récepteur (souris db/db) présentent un 

phénotype obèse caractérisé par une augmentation de la prise alimentaire et une 

diminution de la dépense énergétique (Friedman et Halaas, 1998). L’administration 

chronique de leptine à des souris ob/ob entraîne une réduction la prise alimentaire, une 
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augmentation de la dépense énergétique et une réduction rapide de la masse corporelle 

(Weigle et al., 1995).  

Le récepteur de la leptine, codé par le gène db, est un récepteur à un seul domaine 

transmembranaire appartenant à la famille des récepteurs des cytokines (Moran et 

Phillip, 2003). Son transcrit primaire peut subir des mécanismes d’épissage alternatif 

aboutissant à la synthèse de plusieurs isoformes, les isoformes courtes (Ob-Ra/c/d) et 

longue (Ob-Rb), ainsi que l’isoforme sécrétée (Ob-Re) (Moran et Phillip, 2003). En 

périphérie, la leptine agit principalement via les formes courtes du récepteur, qui ont 

une localisation ubiquiste, tandis qu’au niveau du SNC elle lie la forme longue Ob-Rb, 

dont l’expression est particulièrement élevée dans l’hypothalamus ventromédian 

(Bates et Myers, 2003; Funahashi et al., 2003). L’invalidation du gène db, 

spécifiquement au niveau du SNC, induit un phénotype obèse (Seeley et al., 1996). 

Parallèlement, elle provoque une diminution des ARNm codant le NPY et l’AgRP 

(Munzberg et al., 2005) et une augmentation de ceux codant la POMC (Cowley et al., 

2001) au niveau du NA. La présence d’Ob-Rb dans le NPV et l’HL (Hakansson et al., 

1998) indique que la leptine pourrait également agir directement sur les neurones de 

second ordre. De plus, la présence du récepteur de la leptine sur les astrocytes 

hypothalamiques (Cheunsuang et Morris, 2005; Hsuchou et al., 2009b) et ceux du 

NTS (Dallaporta et al., 2009) suggère qu’ils sont également impliqués dans la 

détection centrale de cette hormone. A l'appui de cette hypothèse, l’expression du 

récepteur de la leptine est fortement augmentée au niveau des astrocytes 

hypothalamiques dans des modèles murins d’obésité innée ou acquise (Hsuchou et al., 

2009b).  

 

4.2. Sensibilité aux métabolites 

L’hypothalamus est également capable de détecter et d’intégrer les variations de 

concentration des métabolites présents dans le sang. Ceux-ci proviennent 

principalement de l’alimentation et peuvent être classés en trois catégories: les acides 

aminés, les acides gras et les glucides (Blouet et Schwartz, 2010). Ces métabolites sont 

essentiels au maintien de l'activité cellulaire (synthèse protéique, respiration 

cellulaire...) et leurs taux circulants reflètent à tout moment le statut énergétique de 

l'organisme.  
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4.2.1. Les acides aminés 

Dès les années 50, Mellinkoff suggéra qu’il existe une relation directe entre les 

taux circulants d’acides aminés et la sensation de faim (Mellinkoff et al., 1956). Trente 

ans plus tard, Peter et Harper ont montré qu’un régime hyper-protéiné s’accompagne, 

dès le premier jour, d’une diminution de la prise de nourriture et d’une augmentation 

de la concentration d’acides aminés dans le sang et le LCR (Peters et Harper, 1987; 

Harper et Peters, 1989). Par une approche de microdialyse, il a été démontré que les 

concentrations en acides aminés essentiels, tels que la leucine par exemple, sont 

augmentées dans certains noyaux hypothalamiques suite à un repas hyper-protéiné 

(Currie et al., 1995). De plus, l’injection par voie icv de leucine induit une diminution 

de la prise alimentaire chez des rats affamés (Cota et al., 2006). Ces mêmes auteurs 

ont montré que cet effet met en jeu la mammalian target of rapamycin (mTOR), une 

enzyme de la famille des thréonine/sérine kinases, qui est notamment localisée dans 

les neurones à NPY/AgRP et POMC/CART du NA (Inhoff et al., 2010; Cota et al., 

2006). Enfin, les travaux de Schwartz et collaborateurs indiquent que les effets 

satiétogènes d’une injection centrale de leucine sont relayés par l’activation des 

neurones à POMC/CART du NA qui s’accompagne d’une stimulation des neurones à 

ocytocine du NPV et des fibres sympathiques du NTS (Blouet et al., 2009). 

 

4.2.2. Les acides gras 

De la même manière que pour les acides aminés, l’implication des acides gras 

circulants dans le contrôle de la prise de nourriture a été envisagée dès les années 50 

(Kennedy, 1953). Il est maintenant bien établi que l’intégration centrale des variations 

de la lipidémie plasmatique participe à la régulation du comportement alimentaire, de 

la production hépatique de glucose et de la sécrétion d’insuline. Ainsi, Obici et 

collaborateurs ont démontré qu’une injection centrale d’acide oléique diminue la prise 

de nourriture et la production hépatique de glucose chez le rat (Obici et al., 2002). 

L’injection centrale d’acide oléique s’accompagne également d’une stimulation des 

neurones à POMC/CART et d’une inhibition des neurones à NPY/AgRP (Obici et al., 

2002), suggérant que cet effet est relayé par les neurones de premier ordre. 

Les données de la littérature indiquent qu’un ou plusieurs intermédiaires de la 

synthèse/dégradation des acides gras à longue chaines carbonées pourraient participer 

à l’intégration centrale des variations de la lipidémie. Ainsi, certains travaux réalisés 
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chez le rat suggèrent que le malonyl-CoA pourrait intervenir directement dans cette 

signalisation. En effet, l’accumulation centrale de malonyl-CoA induite par 

l’inhibition de la fatty acid synthase (Loftus et al., 2000; Lopez et al., 2006) ou par 

l’invalidation centrale du gène codant cette protéine (Chakravarthy et al., 2007), 

diminue la prise de nourriture et le poids chez le rongeur (Loftus et al., 2000; Lopez et 

al., 2006). A l’inverse, la surexpression de la malonyl-coa decarboxylase au niveau du 

NA induit une diminution des concentrations de malonyl-CoA, qui s’accompagne 

d’une augmentation de la prise alimentaire et du poids (Hu et al., 2005; He et al., 

2006). Par ailleurs, des travaux réalisés chez le rongeur montrent que l’injection icv de 

malonyl-CoA stimule l’activité des neurones à POMC/CART et inhibe celle des 

neurones à NPY/AgRP du NA, effet qui s’accompagne d’une diminution de la prise de 

nourriture (Loftus et al., 2000; Kumar et al., 2002; Gao et Lane, 2003; Dowell et al., 

2005; Lane et al., 2005; He et al., 2006; Gao et al., 2007).  

Certaines expériences suggèrent quant à elles, que ces effets pourraient être 

indirects. Ainsi, il a été montré que le malonyl-CoA inhibe le transport des acyl-CoA 

au sein de la mitochondrie (McGarry et Brown, 1997) et augmente, de fait, leurs 

concentrations dans le cytoplasme. L’accumulation cytoplasmique d’acyl-CoA semble 

constituer l’élément essentiel à l’intégration centrale des variations de la lipidémie 

puisque l’inhibition pharmacologique de leurs transports au sein de la mitochondrie 

s’accompagne également d’une diminution de la prise alimentaire (Obici et al., 2003). 

 

4.2.3. Le glucose 

Des travaux réalisés dès les années 1970 ont montré que l’altération de la 

sensibilité centrale au glucose modifie l’homéostasie énergétique en périphérie et 

augmente la prise de nourriture (Muller et al., 1973), indiquant qu’une ou plusieurs 

structures du SNC sont capables d’intégrer les variations de la glycémie et de mettre 

en œuvre un ensemble de réponses physiologiques adaptées. 

 

a) Réponses physiologiques aux variations de la glycémie cérébrale 

L’infusion centrale de glucose s’accompagne d’une stimulation de l’activité du 

SNA sympathique (Levin et Sullivan, 1987a, 1987b), notamment celle des fibres 

efférentes se projetant vers les cellules adipeuses, et d’une augmentation de la 

thermogénèse en périphérie (Acheson et al., 1984; Mounien et al., 2010). Ces effets 
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sont également observés chez des animaux dépourvus d’insuline indiquant que 

l’augmentation de la dépense énergétique induite par le SNC s’effectue 

indépendamment de la libération de cette hormone (Levin et Sullivan, 1987a). Une 

augmentation de la glycémie centrale s’accompagne également d’une diminution de la 

néoglucogenèse et de la glycogénolyse, et par voie de conséquence, d’une réduction de 

la production endogène de glucose par le foie (Lam et al., 2005), indiquant que le SNC 

participe aussi à la régulation de l’homéostasie glucidique.  

Une glucopénie centrale, mimée par l’injection d’analogues non métabolisables 

du glucose comme le 2-désoxyglucose (2-DG) ou le 5-thioglucose (5-TG), induit 

quant à elle une libération périphérique de glucagon et de catécholamines (Pénicaud et 

al., 1990; Marty et al., 2005). L’augmentation des concentrations circulantes de ces 

deux hormones conduit à une contre-réponse métabolique destinée à rétablir une 

glycémie physiologique, via la production de glucose par le foie (Borg et al., 1995). 

Des expériences réalisées chez les rongeurs montrent que la prise de nourriture qui 

suit une phase d’hypoglycémie (Louis-Sylvestre et Le Magnen, 1980) est bloquée par 

l’injection périphérique de glucose (Campfield et al., 1985). Inversement, une prise de 

nourriture peut être induite chez des animaux rassasiés par l’injection centrale de 2-DG 

(Berthoud et Mogenson, 1977). Les structures contrôlant la prise de nourriture sont 

donc capables de percevoir les variations de la glycémie et d’ajuster le comportement 

alimentaire et le métabolisme périphérique en fonction des besoins énergétiques. 

 
b) Les acteurs moléculaires de la détection centrale de glucose 

Les mécanismes moléculaires impliqués dans la réponse cellulaire à une 

augmentation de glucose plasmatique ont initialement été caractérisés dans les cellules 

β-pancréatiques (Thorens, 2001 pour revue). Ils requièrent (i) la présence de GLUT-2, 

un transporteur de glucose de faible affinité, (ii) la phosphorylation du glucose par la 

glucokinase (GK), l’enzyme limitante de la glycolyse, qui s’accompagne d’une 

augmentation de la production d’ATP et (iii) la fermeture de canaux potassiques ATP-

dépendant, ce qui conduit à une dépolarisation membranaire et un influx de Ca2+ 

nécessaire à la libération d’insuline. De nombreuses études montrent que la détection 

et l’intégration centrale des variations de la glycémie mettent en jeu les mêmes 

éléments moléculaires que ceux décrits dans les cellules β-pancréatiques (Leloup et 

al., 1994, 1998; Schuit et al., 2001; Kang et al., 2004; Marty et al., 2005; Arluison et 
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al., 2004). Certains d’entre eux ont de fait permis d’identifier les structures centrales 

impliquées dans l’intégration des variations de la glycémie. 

 

c) Structures cérébrales gluco-sensibles 

Il est actuellement reconnu que le tronc cérébral et l’hypothalamus, deux 

structures localisées à proximité d’organes circumventriculaires sont des zones 

d’échanges privilégiées entre le sang et le SNC et peuvent de fait percevoir les 

variations de la glycémie périphérique. 

 

i) Le tronc cérébral 

L’obstruction de l’aqueduc de Sylvius, qui empêche la circulation du LCR à 

travers les ventricules cérébraux, est sans effet sur l’hyperglycémie induite par 

l’injection de 5-TG dans le 4ème ventricule (Ritter et al., 1981; Pénicaud et al., 1990), 

indiquant que le tronc cérébral participe directement à la contre-réponse métabolique 

observée suite à une glucopénie centrale. Par ailleurs, Pénicaud et collaborateurs ont 

mis en évidence la présence de GLUT-2 au niveau de l’area-prostrema, suggérant que 

cette région, qui est située entre le NTS et le 4ème ventricule, est capable de percevoir 

les variations de la glycémie (Leloup et al., 1994). 

 

ii) L’hypothalamus 

Des travaux réalisés chez le rat ont montré que l’hypothalamus constitue 

également une structure essentielle à l’intégration centrale des variations de la 

glycémie. Ainsi, l’effet anorexigène d’une injection icv de glucose (Kurata et al., 

1986; Cha et al., 2008) s’accompagne d’une augmentation du taux de transcrits codant 

la POMC et d’une diminution de ceux codant le NPY (Bady et al., 2006) au niveau du 

NA. L’élévation centrale de la glycémie, consécutive à l’injection intra-carotidienne de 

glucose, s’accompagne également d’une augmentation de l’immunoréactivité c-Fos 

dans les neurones de cette structure (Guillod-Maximin et al., 2004). Ces données 

suggèrent que l’hypothalamus est capable de percevoir l’augmentation des 

concentrations de la glycémie. Inversement, l’injection de 2-DG stimule l’expression 

du proto-oncogène c-Fos notamment au niveau du PVN et du NA (Briski, 1998), 

suggérant que l’hypothalamus est également capable de percevoir une diminution de la 

glycémie.  
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d) Acteurs cellulaires impliqués  

i) Rôles des neurones 

Des travaux effectués dès les années 60 ont mis en évidence l’existence de 

neurones sensibles au glucose au niveau de l’hypothalamus (Anand et al., 1964). 

Présents à la fois au niveau du NA, du NVM et de l’HL, ces neurones répondent à une 

augmentation des concentrations extracellulaires de glucose par une dépolarisation ou 

une hyperpolarisation, et ont de fait été qualifiés respectivement de neurones gluco-

excités (GE) ou gluco-inhibés (GI) (Levin, 2002). Le couplage de l’approche 

électrophysiologique à l’identification par immunohistochimie des populations 

neuronales sensibles au glucose a par la suite montré que les neurones GE du NA et de 

l’HL expriment des neuropeptides anorexigènes, tandis que les GI synthétisent des 

facteurs orexigènes (Moriguchi et al., 1999; Sergeyev et al., 2000; Fioramonti et al., 

2004; Wang et al., 2004). Des études d’imagerie calcique réalisées sur des tranches 

d’hypothalamus montrent que l’injection d’ARN antisens dirigés contre les transcrits 

codant la GK abolit totalement l’activité des neurones gluco-sensibles au niveau du 

NVM (Kang et al., 2006), suggérant l’implication directe de cette enzyme dans 

l’intégration des variations de la glycémie par les populations neuronales. La présence 

de neurones GI et GE au niveau du NTS (Mizuno et Oomura, 1984; Yettefti et al., 

1995; Dallaporta et al., 1999) suggère qu’ils pourraient aussi participer à l’intégration 

des variations de la glycémie au niveau de cette structure. 

 

ii) Rôle des cellules astrogliales.  

L’utilisation de méthionine sulfoximine, un inhibiteur spécifique du métabolisme 

astrocytaire, abolit l’activation de c-Fos dans le NA, induite par une injection 

intracarotidienne de glucose (Guillod-Maximin et al., 2004). De même, cette drogue 

bloque la contre-réponse métabolique à une glucopénie, mimée par l’injection centrale 

de 2-DG (Young et al., 2000). Ces données suggèrent donc l’implication des cellules 

astrogliales dans la détection hypothalamique du glucose. A l’appui de cette 

hypothèse, des études immunocytochimiques révèlent que le transporteur GLUT-2 est 

préférentiellement exprimé par les cellules astrogliales, et notamment par les tanycytes 

bordant le 3ème ventricule (Leloup et al., 1994; Garcia et al., 2003; Arluison et al., 

2004) (Fig. 8). De plus, la présence de GK dans ce type cellulaire a été mise en 

évidence par immunohistochimie (Millàn et al., 2010). L’implication des tanycytes 
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dans la perception des concentrations extracellulaires de glucose est confirmée par les 

travaux de Sanders et collaborateurs montrant que leur destruction sélective abolit 

l’effet orexigène et hyperglycémiant d’une glucopénie centrale (Sanders et al., 2004). 

Enfin, une étude réalisée sur un modèle de souris GLUT-2-/-, révèle que la 

réexpression de GLUT-2 spécifiquement dans les astrocytes, permet de rétablir la 

contre-réponse métabolique induite par une glucopénie centrale (Marty et al., 2005). 

L’ensemble de ces données confirme l’implication directe de ces cellules dans la 

détection centrale des variations de la glycémie. Toutefois, la nature du signal 

astroglial relayant cette information jusqu’aux neurones de premier ordre est 

actuellement inconnue. 

 

            
Figure 8 : Illustration de la distribution des cellules exprimant 

GLUT-2 au niveau de l’hypothalamus. Localisation par hybridation 

in situ des ARNm codant le transporteur de glucose GLUT-2. AN, 

noyau arqué ; III V, 3ème ventricule. D’après Garcia et al., 2003. 

 

5. Objectifs de la thèse 
Il est maintenant bien établi que les astrocytes jouent un rôle majeur dans la 

communication cellulaire au sein du SNC, via la production de gliotransmetteurs 

(Parpura et Zorec, 2010). Plusieurs études, dont certaines menées au laboratoire, ont 

montré que les endozépines sont des peptides spécifiquement produits par les cellules 

gliales (Tonon et al., 1990), dont la libération est régulée via l’activation de récepteurs 
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pour des neurotransmetteurs (GABA) ou des neuropeptides (PACAP, somatostatine) 

(Tonon et al., 1990; Patte et al., 1999; Masmoudi et al., 2003, 2005, 2006; Tokay et 

al., 2005, 2008).  

Parmi les nombreuses activités biologiques exercées par ces gliopeptides, l’effet 

anorexigène de l’ODN est l’une des plus remarquables (De Mateos-Verchere et al., 

2001; Do Rego et al., 2007). Parallèlement, l’injection icv d’ODN régule positivement 

ou négativement l’activité des neurones du NA exprimant la POMC ou le NPY, 

respectivement (Compère et al., 2003), indiquant que son action sur la prise de 

nourriture pourrait être relayée par les neurones hypothalamiques de premier ordre. 

Les cellules astrogliales de l’hypothalamus expriment également des récepteurs ou des 

transporteurs fonctionnels pour certains signaux ou des hormones d’origine 

périphérique (Zhu et al., 1990; Leloup et al., 1994; Arluison et al., 2004; Cheunsuang 

et Morris, 2005; Hsuchou et al., 2009a) et sont sensibles aux variations plasmatiques 

de la leptine, de l’insuline ou encore de la glycémie (Kum et al., 1992; Sanders et al., 

2004; Marty et al., 2005; Hsuchou et al., 2009b). Ces données suggèrent donc que les 

cellules gliales serviraient de relais entre certains facteurs périphériques et les 

neurones du NA impliqués dans le contrôle de l’homéostasie énergétique. 

 L’objectif de ce travail est donc (i) de rechercher l’effet d’une variation du 

statut énergétique, consécutive à un jeûne, sur l’expression hypothalamique du DBI et 

son éventuel réversion par deux hormones anorexigènes, la leptine et l’insuline, (ii) 

d’étudier les liens existant entre les variations de la glycémie, la production 

hypothalamique d’endozépines et la prise alimentaire, et (iii) de caratériser l’effet du 

glucose sur l’activité transcriptionnelle du gène codant le DBI et les éventuelles voies 

métaboliques relayant cet effet. 
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1. Analyse promoteur/rapporteur 

Afin de tester l’implication de la région promotrice proximale du gène DBI dans 

les effets du glucose, nous avons entrepris des expériences de type 

promoteur/rapporteur. Une région de 851 paires de bases précédant le site d’initiation 

de la traduction a été amplifiée par PCR à partir d’ADN génomique de cerveau de rat, 

à l’aide de l’ADN polymérase « haute fidélité » Platinium Pfx (Invitrogen, Cergy 

Pontoise, France). Le produit de PCR a ensuite été cloné dans le vecteur pGLuc-Basic 

(New England Biolabs, Saint-Quentin en Yvelines, France), en amont d’un gène 

rapporteur codant la Gaussia luciférase, libérée de manière constitutive par les cellules 

de mammifères. Après transfection et traitement des cellules, la quantité de luciférase 

sécrétée dans le milieu de culture a été mesurée à l’aide du kit commercial Dual-

Luciferase® Reporter Assay System (Promega, Charbonnières, France), en suivant les 

recommandations du fournisseur. 

 
2. Culture cellulaire et transfection 

Une partie des expériences in vitro a été réalisée sur des cultures d’astrocytes 

obtenues à partir de cortex de ratons âgés de 24 h, en adaptant les méthodes décrites 

par Booher et Brown pour les cultures primaire et secondaire d’astrocytes, 

respectivement (Booher et Sensenbrenner, 1972; Brown et Mohn, 1999). Après 

décapitation des animaux, les cortex sont prélevés et placés dans un milieu de culture 

DMEM/Ham’s 12 (2/1, v/v) contenant de l’insuline (1%), de la glutamine (2mM), du 

D(+)-glucose (0.4%), de l’acide N-(2-hydroxyéthyl)pipérazine-N’-2-éthanesulfonique 

(HEPES, 5 mM) et une solution d’antibiotiques-antimycotique (1%). Après 

élimination des méninges, les cellules sont dissociées mécaniquement par passages 

lents et successifs au travers d’une aiguille (1,2 mm de diamètre intérieur). La 

suspension cellulaire est filtrée sur un tamis de nylon (mailles de 100 µm), puis diluée 

dans du milieu de culture additionné de sérum de bovin fœtal (SBF; 10%). Les cellules 

sont mises en culture dans des flasques (150 cm²) à raison de 20 x 106 cellules /flasque. 

Les cultures sont placées dans un incubateur en atmosphère humide et maintenues à 

37°C en présence de 5% de CO2. Le milieu de culture est renouvelé tous les 3 jours.  

A 80% de confluence, les flasques sont soumises à une agitation orbitale (175 

rpm, 2 h) puis un changement de milieu est effectué avant une nouvelle agitation d’une 

durée plus longue (175 rpm, 16 h). Les cellules adhérentes sont détachées par une 
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solution de trypsine (0,05%), puis centrifugées (100g, 7 min). La suspension cellulaire 

est alors incubée durant environ 2 min dans une flasque de 150 cm² afin d’éliminer la 

microglie restante par adhésion. Les cellules flottantes sont alors récupérées et la 

suspension est diluée à raison de 4.105 cellules/mL avec du milieu de culture 

supplémenté en SBF (10%) et ensemencées dans des boites de Pétri de 35 mm de 

diamètre. Après 4 à 5 jours de mise en culture, les cellules présentent les 

caractéristiques morphologiques des astrocytes de type I et plus de 98% des cellules 

sont marquées par des anticorps dirigés contre la GFAP. Les expériences ont été 

réalisées sur des cultures d’astrocytes à environ 90% de confluence. 

La lignée cellulaire C6 a été cultivée en monocouche dans un incubateur en 

atmosphère humide et maintenue à 37°C en présence de 5% de CO2. Les cellules sont 

maintenues dans un milieu DMEM contenant du D-glucose (5mM), de la L-glutamine 

(2mM), de l’HEPES (5 mM), du SBF (10%) et une solution d’antibiotiques-

antimycotique (1%). Les cellules ont été transfectées par la technique de nucleofection 

(Amaxa, Lonza), en suivant les recommandations du fournisseur. 

 
3. Reverse transcription et PCR-Quantitative 

Afin d’étudier l’effet du glucose sur l’expression du gène codant les endozépines, 

la quantité des ARNm codant le DBI a été mesurée par la technique de RT-PCR-

quantitative. 

Les ARN totaux ont été extraits selon la technique décrite par Chomczynski et 

Sacchi (1987) à l’aide d’une solution de Trizol®. Les ARN totaux (1µg), 

préalablement traités à la DNase afin d’éliminer l’ADN génomique, sont transcrits en 

ADNc par la Superscript II (50U/µL) en utilisant des hexamères de séquences 

aléatoires (50 µM) comme amorces. 

La PCR-quantitative, réalisée avec un appareil ABI prism 7500 Sequence 

Detection, est effectuée sur l’ADNc en présence d’une solution commerciale contenant 

du SYBR Green, de la Taq polymérase et des nucléotides, à laquelle sont ajoutées les 

amorces sens et antisens spécifiques du DBI de rat (5’-TGCTCCCGCGCTTTCA-3’ et 

5’-CTGAGTCTTGAGGCGCTTCAC-3’; 300 nM). La β-actine (primer sens 5’-

CGTGAAAAGATGACCCAGATCA-3’, primer antisens 5’- 

GCCTGGATGGCTACGTACATG-3’) a été utilisée comme gène de référence. Le 

programme de la PCR comprend 40 cycles de dénaturation (95°C; 15 s) 
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hybridation/élongation (60°C; 1 min). La quantité d’amplicons formés dans chaque 

échantillon est determinée en utilisant la formule 2exp(-ΔΔCt), dans laquelle le cycle seuil 

ou cycle threshold (Ct) du DBI et celui de la β-actine désigne le cycle à partir duquel 

la fluorescence atteint la valeur seuil, le ΔCt correspond à CtDBI-Ctβ-actine pour chaque 

échantillon et le ΔΔCt représente la différence entre le ΔCt d’un échantillon et la 

moyenne des ΔCt des échantillons utilisés comme contrôle. 

  
4. Canulation intraventriculaire 

Les rats mâles sont anesthésiés par une injection intramusculaire d’un mélange 

hydrochloride de kétamine/xylazine (80/10 mg/kg, respectivement) et la canule 

(longueur 1cm, diamètre interne 0,35 mm) est introduite (3 mm en profondeur) dans le 

ventricule cérébral gauche (coordonnées : 1 mm en arrière et 2 mm en latéral par 

rapport au bregma) à l’aide d’un cadre stéréotaxique (Fig. 9). Les différentes 

substances testées sont injectées dans un volume final de 7µL.        

 

 

 

 

 
 

 
Figure 9 : (A) Représentation schématique d’un crâne de rat sur lequel sont indiqués le Bregma 
(flèche verte) et le point de canulation (flèche rouge). (B) Représentation schématique d’une 
coupe transversale de cerveau de rat sur laquelle est indiquée la position de la canule dans le 
ventricule latéral cérébral. 
 

 

 

 

A B 
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5. Incubations statiques d’explants hypothalamiques 

L’effet du glucose sur la libération hypothalamique d’endozépines a été évalué 

grâce à des incubations statiques d’explants d’hypothalamus ventraux.  

Après décapitation des animaux, les hypothalamii ventraux sont rapidement 

prélevés puis coupés en deux. Les hémi-hypothalamii sont maintenus dans du LCR 

artificiel (LCRa) (NaCl, 125 mM ; KCl ,3 mM ; NaH2PO4, 1,2 mM ; MgSO4, 1,2 

mM ; CaCl2, 2 mM ; NaHCO3, 26 mM ; glucose, 0,2 g/L ; acide ascorbique, 1,8 g/l ; 

aprotinine, 100 µg/ml) à 4°C, le temps nécessaire à la dissection. Les explants sont 

ensuite transférés dans du LCRa à 37°C (0,2 g/L de glucose) et soumis à une phase 

d’équilibration (45 min). Le milieu est alors remplacé par du LCRa frais contenant 0,2 

ou 1 g/L de glucose. Après 45 min d’incubation, le milieu est prélevé puis conservé à -

20°C avant dosage radioimmunologique des endozépines (RIA). 

 

6. Dosage radioimmunologique des endozépines 

Les LCRa sont préalablement concentrés par déshydratation au Speed Vac 

(Savant AES 2000). Le RIA est réalisé dans du tampon phosphate/Triton X-100 

(0.1M/0.1%; pH 8) à l’aide d’anticorps dirigés contre l’ODN de rat (dilution finale 

1/20000ème) développés au laboratoire (Tonon et al., 1990) en utilisant comme traceur 

un analogue de l’ODN, le [Tyr0]-ODN, marqué à l’iode 125 (6500 cpm/tube) selon la 

méthode décrite par Vaudry et collaborateurs (1978). Les anticorps reconnaissent avec 

la même affinité l’ODN et le TTN de rat, et le seuil de sensibilité du dosage est de 5 

pg/tube. 

La quantité de peptide de chaque échantillon est évaluée au moyen d’une gamme 

standard linéarisée selon la méthode Logit-log : 

   Logit [(B-C)/(B0-C)] = f(log ODN) 

dans laquelle B0 correspond à la radioactivité liée au complexe antigène-anticorps en 

l’absence d’ODN « froid », et C à la radioactivité non spécifique. 
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7. Hybridation in situ semi quantitative  

L’effet du jeûne et d’une injection centrale de glucose sur l’expression 

hypothalamique du DBI et de la POMC a été évalué en mesurant la quantité d’ARNm 

par hybridation in situ semi-quantitative.  

Après fixation des animaux par perfusion intracardiaque d’une solution de 

PFA/PBS (4/100), les cerveaux sont rapidement prélevés, post fixés durant 24 h dans 

la même solution puis stockés dans du PBS contenant de l’azide de sodium. Après 

déshydratation par bains successifs dans des solutions aux concentrations croissantes 

d’éthanol, les cerveaux sont incubés dans une solution de xylène puis inclus dans de la 

paraffine (Thermo Fisher Scientific, Shandon Citadel 2000). Les coupes frontales (5 

µM d’épaisseur) sont montées sur des lames de verre puis conservées à -80°C jusqu’à 

leur utilisation. 

Les coupes sont hybridées (30 min; 37°C) en présence de protéine kinase K (0,5 

g/mL) dans un tampon Tris/EDTA (TE; 1M/0,5 M; pH 8). Après rinçage (3 min) dans 

du tampon TE, les coupes sont incubées en présence de triéthanolamine (TEA; 0,1M) 

puis dans une solution à 0,25% d’anhydride acétique diluée dans une solution de 

citrate de sodium 2X (SCS 1X : NaCl/citrate de sodium, 0,15 M/0,015M; pH 7). Les 

coupes sont ensuite incubées pendant 2 h à température ambiante en chambre humide 

dans le tampon de préhybridation correspondant à un melange (v/v) de tampon 

phosphate EDTA 5X (SSPE 1X : NaCl/NaH2PO4/EDTA, 0,1 M/10 mM/1 mM; pH 

7,4) et de tampon Denhardt 5X contenant 50% de formamide, 200 mg/mL d’ADN de 

sperme de saumon dénaturé (ssADN), 200 mg/mL d’ARNt de levure, 2 mg/mL de 

Poly A et 4% de sulfate de Dextran. 

L’étape d’hybridation proprement dite consiste à incuber les coupes avec du 

tampon de préhybridation contenant du dithiothreiol (1 M) et la sonde radioactive 

(20.106 cpm/mL) durant 18 h à 60°C. Les lames sont ensuite incubées dans du SCS 2X 

(30 min, température ambiante) puis dans du SCS 2X contenant 20 µg/mL de RNase. 

Quel que soit le type de sonde utilisée, les lames sont lavées dans des bains successifs 

de SCS de concentrations décroissantes (2X, 1X et 0,5X) et déshydratées dans une 

solution d’éthanol à 70%.  

Après l’étape d’hybridation, les lames sont plongées dans l’émulsion NTB2 

(42°C, 60 min) diluée au demi avec de l’eau, puis stockées en atmosphère déshydratée, 
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à l’abri de la lumière, à 4°C. Après une exposition de 12 jours, les lames sont révélées 

dans du Dektol (2 min) et fixées dans une solution d’AL4 (4 min). Les coupes sont 

ensuite rincées à l’eau et contre colorées à l’hématoxyline de Harris et déshydratées 

par des concentrations croissantes d’éthanol. 

La quantification du marquage est réalisée à l’aide d’un microscope à fond noir 

couplé à un logiciel d’analyse d’image (version 1.60 non-FPU, W. Rasband, NIH, 

USA), par la mesure de la densité optique au grossissement x10. La valeur moyenne 

de la densité optique (+/- SEM) est calculée à partir de mesures effectuées sur 8 

coupes de cerveaux de rat dans chacune des zones d’intérêt. 

 

8. Immunohistochimie 

Les expériences d’immunohistochimie ont été réalisées sur des coupes frontales 

de cerveaux de rat. Après avoir été déparaffinées dans un bain de cyclohexane, les 

coupes sont réhydratées, puis pré-incubées (20 min, température ambiante) dans du 

PBS contenant du sérum normal de chèvre (1/100), de l’albumine de sérum bovin 

(1/100) et du Triton X100 (0,3%). Les coupes sont ensuite incubées (18 h, 4°C) en 

présence de l’antisérum adéquat dilué dans du PBS/Triton X-100/BSA. Après 3 

rinçages successifs dans du PBS, les coupes sont incubées 90 min en présence des 

seconds anticorps (Alexa Fluor 488-GAM et/ou Alexa Fluor 594-GAR, 1:100) dilués 

dans du PBS/Triton X-100/BSA. Après 3 rinçages successifs dans du PBS, les coupes 

sont montées avec du PBS-glycerol (1:1) puis observées à l’aide d’un microscope 

confocal (Leica TCS SP2 AOBS). 

Description des antisérums utilisés au cours de notre étude : 

- Antisérum de lapin dirigé contre l’ODN de rat (1/100) 

- Antisérum de lapin dirigé contre la sous-unité β du récepteur INS-R (1/500) 

- Antisérum purifié de souris dirigé contre la protéine Dopamine and cAMP 

regulated phosphoprotein of 32KDa (DARPP-32; 1/250) 

- Antisérum purifié de souris dirigé contre les résidus O-glycosylés (RL-2; 1/250) 

- Antisérum purifié de souris dirigé contre le récepteur Ob-Rb (1/500) 
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9. Mesure de la prise alimentaire 

Afin de minimiser le stress des animaux, les différentes injections icv ou ip ont 

été réalisées sur des rats préalablement sédatés à l’isoflurane (5%). La nourriture (20g) 

a été présentée 45 minutes après les injections, et la quantité ingérée a été mesurée aux 

temps indiqués après présentation de la nourriture. 

 

10. Test de tolérance au glucose 

Les animaux sédatés à l’isoflurane ont reçu une injection centrale d’ODN (2µg 

dans 7µL ; NaCl 0,9%) ou d’une solution saline (NaCl 0,9%), 30 min avant l’injection 

ip de D-glucose (1 g/kg de poids corporel). La glycémie a été mesurée sur des 

prélèvements effectués au niveau de la queue juste avant, puis 20, 40, 60, 90, 120 et 

180 min après l’injection ip de glucose, à l’aide d’un glucomètre (ACCU CHEK, 

Roche, France). 
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Le jeûne réduit l’expression hypothalamique du diazepam-binding 

inhibitor, le précurseur du peptide ODN, un gliopeptide 

anorexigène, chez la souris 

 
Journal of  Molecular Endocrinology 44:295-299 (2010) 

 

Les endozépines forment une famille de peptides endogènes qui inclut le diazepam-binding 

inhibitor (DBI) et ses fragments biologiquement actifs dont l’octadécaneuropeptide (ODN). Au 

niveau du système nerveux central, les endozépines sont exclusivement produites par les cellules 

gliales et notamment par les cellules bordant le 3ème ventricule. Injecté par voie 

intracerebroventriculaire, l’ODN exerce un puissant effet anorexigène chez les rongeurs. 

Néanmoins, l’influence du jeûne sur l’expression hypothalamique de DBI n’avait jamais été 

étudiée. 

Suite à un jeûne, les concentrations circulantes d’insuline et de leptine sont réduites. La 

réalimentation, ainsi que l’administration d’insuline ou de leptine entraînent une activation des 

neurones à POMC et une inhibition des neurones à NPY du noyau arqué. Quelques études 

indiquent que leurs récepteurs sont présents sur certaines populations de cellules gliales 

hypothalamiques, suggérant qu’elles peuvent être sensibles à ces deux hormones périphériques 

qui renseignent l’hypothalamus sur le statut énergétique de l’organisme. 

 

L’ensemble de ces données nous a conduits à nous poser les questions suivantes :   

1) Un jeûne aigu peut-il modifier l’expression du DBI au niveau de l’hypothalamus ? 

2) Les cellules exprimant le DBI, présentent-elles des récepteurs pour l’insuline et la 

leptine ? 

3) L’insuline et la leptine sont-elles impliquées dans la régulation centrale de l’expression 

du DBI ?  
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Gliotransmission et sensibilité cérébrale au glucose: rôle des 

endozépines 

 
soumis pour publication 

 
Nous avons précédemment montré que le jeûne réduit l’expression 

hypothalamique du DBI, précurseur du l’ODN, suggérant qu’un ou plusieurs facteurs 

métaboliques reflétant le statut énergétique de l’organisme, modulent la production des 

endozépines hypothalamiques.  

La perception centrale des taux circulants de glucose joue un rôle essentiel dans 

le contrôle de la prise de nourriture et la régulation périphérique de la glycémie. Un 

dysfonctionnement de ce processus est associé à des troubles métaboliques tels que 

l’obésité ou le diabète. Plusieurs études réalisées chez les rongeurs suggèrent que les 

cellules astrogliales hypothalamiques, et plus particulièrement les tanycytes, informent 

les neurones hypothalamiques impliqués dans l’homéostasie énergétique, des 

variations de la glycémie périphérique. Toutefois, les signaux permettant le couplage 

entre les cellules gliales et les neurones n’étaient pas identifiés. 

 

L’ensemble de ces données nous a conduits à nous poser les questions suivantes :  

1) Le glucose peut-il stimuler l’expression du DBI et la libération des 

endozépines par les cellules astrogliales hypothalamiques ? 

2) Les endozépines constituent-elles un relais entre les variations du taux 

circulant de glucose et les neurones à POMC du noyau arqué ? 

3) Les endozépines d’origine centrale participent-elles à la régulation de 

l’homéostasie glucidique ? 

 

 
 
 
 
 
 
 



 85

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 86

Journal Section: Behavioral/Systems/Cognitive 

 

Gliotransmission and brain glucose sensing: critical role of endozepines 

Abbreviated title: Endozepines and brain glucose sensing 

 

Damien Lanfraya,b,c, Sébastien Arthaudb,c, Johanne Ouelletd, Vincent Compèrea,b,c,e, Jean-Luc 

Do Regoa,b,c, Jérôme Leprincea,b,c, Benjamin Lefrancb, Hélène Castela,b,c, Georges Pelletierd, 

Hubert Vaudrya,b,c, Marie-Christine Tonona,b,c,1 and Fabrice Morina,b,c,1 

 
aInserm U982, DC2N Laboratory of Neuronal and Neuroendocrine Cell Differentiation and 

Communication, Astrocyte and Vascular Niche, 76821 Mont-Saint-Aignan, France; 
bEuropean Institute for Peptide Research (IFRMP 23), Regional Platform for Cell Imaging 

(PRIMACEN), Rouen, France; cUniversity of Rouen, 76821 Mont-Saint-Aignan, France; 
dResearch Center in Molecular Endocrinology, Oncology and Genetics, Laval University 

Hospital, Quebec, Canada; eDepartment of Anaesthesiology and Critical Care, Rouen 

University Hospital, France  

 
1Corresponding authors: Drs Marie-Christine Tonon and Fabrice Morin, Inserm U982, 

University of Rouen, Place Emile Blondel, 76821 Mont-Saint-Aignan Cedex, France, Email: 

marie-christine.tonon@univ-rouen.fr or fabrice.morin@univ-rouen.fr Tel: (33)235-146-630; 

Fax: (33)235-146-946 

 

Number of figures: 4; Number of pages: 17 

Number of words: Abstract, 250; Introduction, 493; Discussion, 731 

Total number of words: 4500 

 
Keywords: Glial Cells - Hypothalamus - Glucose Sensing - Endozepines - Feeding 

Behavior  

 

Acknowledgments: The authors wish to thank the technical assistance of Julie 
Catteau for histological procedures and Dr Marcello Solinas for critical review of the 
manuscript. D. L. is funded by a grant of Inserm-Conseil Régional de Haute-
Normandie, France. This work was partly supported by an Inserm-FRSQ exchange 
program (to H.V. and G.P.). 

mailto:marie-christine.tonon@univ-rouen.fr
mailto:fabrice.morin@univ-rouen.fr


 87

Abstract 

Hypothalamic glucose sensing is involved in the control of feeding behavior and 

peripheral glucose homeostasis, and its dysfunction is believed to be an important 

component in the development of obesity and diabetes. Glial cells have been shown to 

be part of a “glucose sensing unit”, but their mode of communication with neurons 

remains elusive. Diazepam-binding inhibitor (DBI) and its processing products, 

notably the octadecaneuropeptide (ODN), collectively named endozepines, are 

secreted by astroglia, and ODN has been shown to be a potent anorexigenic factor. In 

this study, we investigated the involvement of endozepines in brain glucose sensing. 

First, we showed that intracerebroventricular administration of glucose in rats 

increases DBI expression in hypothalamic glial-like tanycytes. Then, we demonstrated 

that glucose stimulates endozepine secretion from hypothalamic explants. Next, 

feeding behavior experiments were conducted to test the involvement of endozepines 

in brain glucose sensing. We found that the feeding-suppressing effect of central 

administration of glucose was blunted by co-injection of an ODN antagonist. 

Conversely, the hyperphagic response elicited by central glucoprivation was 

suppressed by an ODN agonist. The anorexigenic effects of centrally-injected glucose 

or ODN agonist were suppressed by blockade of the melanocortin-3/4 receptors, 

suggesting that glucose sensing involves endozepinergic control on POMC neurons. 

Finally, we found that brain endozepines modulate blood glucose levels, suggesting 

their involvement in a feedback loop controlling whole-body glucose homeostasis. 

Collectively, these data indicate that endozepines, through activation of POMC 

neurons, are a critical relay in brain glucose sensing and potentially new targets in the 

treatment of metabolic disorders. 

 

Introduction 

To regulate energy homeostasis, the brain integrates peripheral signals delivered by the 

blood, including metabolites and hormones, and generates appropriate responses by 

modulating food intake and peripheral organ activity (Blouet and Schwartz, 2010). 

The arcuate nucleus of the hypothalamus is a major site for integration of energy 

status. It possesses two interconnected populations of neurons, one producing the 

orexigenic neuropeptide Y (NPY), and the other one producing the anorexigenic 
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peptide α-melanocyte-stimulating hormone (α-MSH), a processing product of pro-

opiomelanocortin (POMC) (Blouet and Schwartz, 2010). 

Direct glucose sensing by the CNS has been extensively demonstrated (Schuit et 

al., 2001). Notably, central administration of glucose reduces NPY expression, 

increases POMC expression and markedly reduces feeding (Bady et al., 2006). 

Conversely, central glucoprivation using 2-deoxyglucose (2-DG) elicits food intake 

and activates neurohumoral counterregulatory responses similar to those observed 

during systemic hypoglycemia (Marty et al., 2005; Bady et al., 2006). Importantly, 

alteration in brain glucose sensing is associated with both obesity and diabetes (Parton 

et al., 2007; Vidarsdottir et al., 2007; Colombani et al., 2009). The cellular 

mechanisms underlying central glucose sensing are far from being understood. By 

analogy to pancreatic β-cells, it may involve type 2 glucose transporter (GLUT2) and 

glucokinase (Schuit et al., 2001).  

Several studies suggest that astroglial cells play an important role in glucose 

sensing. First, GLUT2 and glucokinase are expressed in hypothalamic tanycytes 

(Garcia et al., 2003; Millàn et al., 2010). Second, selective destruction of tanycytes 

impairs feeding and hyperglycemia responses induced by 2-DG (Sanders et al., 2004). 

Third, genetic inactivation of GLUT2 impairs glucagon secretion induced by 

hypoglycemia, and re-expression of GLUT2 in glia restores this response (Marty et al., 

2005). These studies strengthen the emerging concept that glial cells can detect 

changes in nutrient availability and interact with hypothalamic neurons to regulate 

energy homeostasis. 

Diazepam-binding inhibitor (DBI) and its peptide fragments, including the 

octadecaneuropeptide ODN, that are known to bind benzodiazepine receptors are 

collectively termed endozepines (Tonon et al., 2006). Hypothalamic astrocytes and 

tanycytes express high levels of endozepines (Tonon et al., 1990; Compère et al., 

2010). Endozepines are secreted from astroglial cells and, in line with well 

characterized gliotransmitters, this process is regulated by physiological stimuli (Patte 

et al., 1999; Masmoudi et al., 2003; Loomis et al., 2010). A role of endozepines in the 

control of energy homeostasis has been demonstrated by central administration of 

ODN, or its C-terminal octapeptide (OP) fragment, which markedly inhibits food 

intake in rodents (De Mateos-Verchere et al., 2001; Do Rego et al., 2007), and 

exertsopposite actions on POMC and NPY neurons (Compère et al., 2003). 
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Pharmacological experiments revealed that the anorexigenic effects of ODN and OP 

are mediated through activation of a metabotropic receptor distinct from 

benzodiazepine receptors (Gandolfo et al., 1997; Do Rego et al., 2007). Finally, acute 

food deprivation markedly reduces hypothalamic DBI mRNA levels, indicating that 

endozepine expression correlates with energy status (Compère et al., 2010). 

Altogether, these data led us to hypothesize that endozepines may participate in brain 

glucose sensing. 

 

Materials and Methods 

Animals, Surgical Procedures. Adult male Wistar rats weighing 250-300 g were 

housed under constant temperature (22°C) in a 12:12-h light/dark cycle (lights on at 

08h00 am), with free access to standard rat chow and drinking tap water. Rats were 

stereotaxically implanted with a permanent stainless steel cannula into the left lateral 

ventricle of the brain, as described (Lectez et al., 2009). Experiments were conducted 

according to the French and European guidelines for the care and use of laboratory 

animals (Council Directive 86/609/EEC; licence no. 21CAE035). 

 

Materials. D-glucose and 2-DG were purchased from Sigma. The metabotropic 

endozepine receptor agonists ODN (H-Gln-Ala-Thr-Val-Gly-Asp-Val-Asn-Thr-Asp-

Arg-Pro-Gly-Leu-Leu-Asp-Leu-Lys-OH) and OP (H-Arg-Pro-Gly-Leu-Leu-Asp-Leu-

Lys-OH), and the metabotropic endozepine receptor antagonist cyclo1-8[DLeu5]OP were 

synthesized as described (Leprince et al., 2001). The melanocortin-3/4 receptor 

antagonist SHU-9119 was obtained from Polypeptide Laboratories.  

 

Effects of i.c.v. Glucose Injection on Hypothalamic DBI and POMC mRNA 

Levels. Animals were divided into three groups. In the first and second groups, 

animals were food-deprived for 13 h, from 07h00 pm to 08h00 am, and received an 

i.c.v. injection of D-glucose (3.5 mg in 7 µL of 0.9% NaCl) or vehicle (7 µL of 0.9% 

NaCl). A third group of rats was allowed free access to food throughout the 

experiment and vehicle was administrated i.c.v. at 08h00 am. Three hours after 

injection, rats were anesthetized and perfused transcardially with 4% 

paraformaldehyde. Brains were removed and processed for in situ hybridization with 

rat DBI (GenBank NM_031853, nucleotides 1 to 526) and mouse POMC (GenBank 
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NM_008895, nucleotides 98 to 384) probes, as previously described (Compère et al., 

2010).  

 

Immunohistochemistry. Rat brain frontal sections (5 µm) mounted on coated glass 

slides (Menzel-Gläser) were incubated (room temperature, 20 min) in PBS containing 

1% normal goat serum, 1% BSA and 0.3% Triton X-100, and then incubated (4°C, 18 

h) with rabbit ODN antiserum (1:100 dilution; Malagon et al., 1993) and mouse 

monoclonal antibody directed against DARPP-32 (1:250 dilution; BD Biosciences) in 

PBS/Triton X-100/BSA. Sections were rinsed three times in PBS and incubated (room 

temperature, 90 min) with the secondary antibodies (Alexa Fluor 488-conjugated goat 

anti-mouse and Alexa Fluor 594-conjugated goat anti-rabbit, 1:100 each; Molecular 

Probes, Thermo Fisher Scientific) in PBS/Triton X-100/BSA. After three washes in 

PBS, tissue slices were finally mounted in PBS-glycerol (1:1) and examined using a 

confocal laser scanning microscope (Leica TCS SP2 AOBS; Leica Microsystems).  

 

Culture of Hypothalamic Explants. Half rat hypothalami were equilibrated in 

artificial cerebrospinal fluid medium (26 mM NaHCO3, 125 mM NaCl, 1.2 mM 

Na2HPO4, 3 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 0.2 g/L glucose, 1.8 mg/mL 

ascorbic acid, and 100 µg/L aprotinin) at 37°C for 1 h under constant bubbling of 95% 

O2, 5% CO2. The explants were then preincubated with fresh medium containing 0.2 

g/L glucose (45 min), and incubated in medium containing 0.2 or 1 g/L glucose (45 

min). Measurement of ODN-like immunoreactivity released in media was performed 

using a radioimmunoassay for ODN (Tonon et al., 1990).  

 

Food Intake Experiments. Tested substances were i.c.v. injected in a volume of 7 µL 

0.9% NaCl. Intraperitoneal (i.p.) injection of glucose (1 g/kg body weight) was 

performed using a 40% D-glucose solution prepared in 0.9% NaCl. Forty five min after 

injections, rats had access to a weighed food pellet (20 g). Cumulative food intake was 

measured by briefly (< 20 sec) removing and weighting the pellet at the indicated time 

points.   
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Measurement of Glycemia. Glucose concentration was measured from blood samples 

obtained from the tail of the animals, using ACCU-CHEK Performa glucose meter 

(Roche). 

 

Glucose Tolerance Test. Rats were food-deprived for 19 h (from 06h00 pm to 01h00 

pm) and i.c.v. injected with either saline (7 µL of 0.9% NaCl) or ODN (2 µg in 7 µL 

of 0.9% NaCl). Thirty min later, glucose (1 g/kg body weight) was i.p. administered. 

Glycemia was measured immediately before and 20, 40, 60, 90, 120 and 180 min after 

the i.p. glucose load.  

 

Statistical Analysis. Statistical analysis was performed using Prism 4 (Graphpad). All 

data are expressed as mean ± SEM. For each test, a P value of 0.05 or less was 

considered as statistically significant.    

 

Results 

Glucose Increases the Expression of Endozepines in Rat Hypothalamus. In order 

to examine whether glucose regulates the expression of DBI in the rat hypothalamus, 

glucose or vehicle were injected i.c.v. in fasted animals, and DBI mRNA levels were 

measured by in situ hybridization. The control group consisted in rats with free access 

to food throughout the experiment. In fed rats, brain sections hybridized with the DBI 

probe exhibited strong labeling in the periventricular region (Fig. 1A). A 16-h fasting 

markedly reduced periventricular labeling (Fig. 1A). Central administration of glucose 

at the end of the fasting period partially restored DBI mRNA levels in cells lining the 

floor and infralateral walls of the third ventricle (Fig. 1A). The identity of the 

endozepine-expressing cells was assessed by immunohistochemistry. ODN 

immunoreactivity was detected in the periventricular area and in thin cytoplasmic 

processes extending into the parenchyma, a labeling pattern characteristic of 

hypothalamic tanycytes as revealed by co-localization of ODN with DARPP-32 (Fig. 

1B). In agreement with previous results obtained in mice (Bady et al., 2006), fasting 

reduced POMC mRNA levels in the arcuate nucleus and i.c.v. injection of glucose 

partially restored POMC mRNA levels (Fig. 1C). We next tested the effect of glucose 

on endozepine release from rat hypothalamic explants. An increase of glucose 
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concentration in the culture medium stimulated endozepine release from the explants 

(Fig. 1D). 

 

Central Administration of an ODN Antagonist Suppresses the Anorexigenic 

Effect of Glucose. We have previously shown that the potent anorexigenic effect of 

ODN in rodents is abolished by the analogue cyclo1-8[DLeu5]OP (Do Rego et al., 

2007), a selective antagonist of the metabotropic receptor (Leprince et al., 2001). To 

evaluate the role of endozepines in central glucose sensing, we tested whether the 

anorexigenic effect of central administration of glucose could be affected by this 

antagonist. Food intake was markedly reduced in fasted rats receiving i.c.v. injection 

of glucose compared with rats receiving saline solution (Fig. 2A). By contrast, glucose 

failed to reduce feeding when co-administered with the ODN antagonist (Fig. 2A). 

Parallel experiments were performed with i.p. injection of glucose. Reduction of food 

intake induced by i.p. administration of glucose was totally blunted by i.c.v. injection 

of cyclo1-8[DLeu5]OP (Fig. 2B). 

 

Central Administration of an ODN Agonist Suppresses the Hyperphagic 

Response Induced by Glucoprivation. Central injection of the glucose analogue 2-

DG, an inhibitor of glycolysis, mimics hypoglycemia and acutely stimulates feeding 

(Bady et al., 2006). As expected, i.c.v. injection of 2-DG stimulated feeding 30 min 

and 1 h after food presentation in normally fed rats (Fig. 2C). The stimulation of food 

intake by 2-DG was totally suppressed by co-injection of the ODN agonist OP (Fig. 

2C). 

 

The Anorexigenic Effects of OP and Glucose are Mediated Through the Central 

Melanocortin System. POMC neurons are major regulators of feeding behavior and 

their involvement in brain glucose sensing has already been suggested (Parton et al., 

2007). To test the hypothesis that the anorexigenic effect of endozepines is relayed by 

activation of POMC neurons, we used SHU-9119, a selective antagonist of the 

melanocortin-3/4 receptors. I.c.v. administration of the ODN agonist OP significantly 

reduced food intake (Fig. 3A). Injection of SHU-9119, which did not alter food intake 

by itself, totally blocked the anorexigenic effect of OP (Fig. 3A). 
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Although central injection of glucose has been shown to increase hypothalamic 

POMC mRNA levels (Bady et al., 2006), functional evidence for a role of POMC 

neurons in the anorexigenic effect of glucose was still missing. We showed that 

reduction of food intake induced by i.c.v. injection of glucose was blunted by co-

injection of SHU-9119 (Fig. 3B). Together, these data suggest that brain glucose 

sensing involves endozepinergic control of POMC neurons. 

 

Central Endozepinergic Signaling Regulates Blood Glucose Levels. Nutrient 

sensing by the hypothalamus plays a key role in the regulation of blood glucose levels 

(Blouet and Schwartz, 2010). We therefore tested the possible involvement of central 

endozepinergic signalling in this process. We first assessed the effects of ODN agonist 

and antagonist on basal glycemia in normally fed rats. Central injection of the agonist 

did not have any significant effect (Fig. 4A). However, the antagonist cyclo1-

8[DLeu5]OP increased blood glucose levels, with a maximal effect observed 20 min 

post-injection (Fig. 4A), suggesting the existence of an endozepinergic tone reducing 

glycemia. 

Since the endogenous level of endozepines is expected to be already high in 

normally fed rats, the effect of the agonist was studied during a glucose tolerance test, 

after an overnight fast. Rats received acute i.c.v. injection of ODN or vehicle, and 

were challenged 30 min later with an i.p. glucose load. Elevation of glycemia induced 

by i.p. glucose injection was markedly reduced in ODN-treated animals (Fig. 4B). 

 

Discussion 

In this report, we demonstrated that endozepines are key gliotransmitters that 

allow the hypothalamus to detect changes in extracellular glucose concentrations and 

to drive adapted behavioral response. Notably, acute pharmacological modulation of 

the endozepinergic tone totally disrupted feeding responses to glucose status. The 

present study also identified endozepines as new players in brain regulation of whole 

body glucose homeostasis. 

Endozepines and Brain Glucose Sensing. Several studies support the hypothesis that 

hypothalamic glial cells are key elements in glucose sensing, but their exact role in this 

process remained elusive. Here, we demonstrate that glucose stimulates endozepine 

expression in hypothalamic tanycytes, as well as endozepine release from 
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hypothalamic explants. Moreover, we show that the feeding responses elicited by 

either glucose or 2-DG were suppressed by i.c.v. injection of ODN antagonist or 

agonist, respectively. Together, these data support the view that regulation of feeding 

by glucose involves endozepine production by glia. 

In situ hybridization experiments indicated that central injection of glucose in 

fasted rats significantly increases DBI mRNA levels in the periventricular zone of the 

hypothalamus. In agreement with previous data (Tonon et al., 1990), 

immunohistochemical labeling revealed that endozepines are highly expressed in 

tanycytes, a population of specialized ependymal cells lining the third ventricle. 

Anatomical studies had long suggested that tanycytes, which contact the cerebrospinal 

fluid and send long processes to specific hypothalamic nuclei, are poised to sense and 

transmit metabolic signals to neurons (Rodriguez et al., 2005). As a matter of fact, 

recent findings indicate a key role of tanycytes in hypothalamic glucose sensing. 

Tanycytes express GLUT2 and glucokinase that determine the glucose sensing 

capacity of pancreatic β-cells (Garcia et al., 2003; Millàn et al., 2010), and their 

selective destruction by alloxan impairs the feeding response induced by 2-DG 

(Sanders et al., 2004). Collectively, these studies and data presented herein underscore 

the importance of a close functional coupling between tanycytes and neurons for 

glucose regulation of feeding. 

We demonstrated that the anorexigenic effect of the ODN agonist OP is totally 

blocked by co-administration of a selective antagonist of the melanocortin-3/4 

receptors, indicating that regulation of food intake by endozepines is mediated through 

activation of POMC neurons. In support of this notion, we also found endozepine 

immunoreactivity in tanycyte processes that project into the arcuate nucleus, 

suggesting that endozepines could be released in the vicinity of POMC neurons. In 

addition, astroglial cells from hypothalamic explants spontaneously released 

endozepines (present data) and i.c.v. injection of ODN increases POMC mRNA levels 

(Compère et al., 2003). Alternatively, endozepine regulation of POMC neurons could 

occur indirectly through NPY neurons, which have been shown to synapse onto 

POMC neurons and inhibit them by releasing GABA and NPY (Cowley et al., 2001; 

Roseberry et al., 2004; Tong et al., 2008). Inhibition of NPY neurons by endozepines 

could therefore lead to the disinhibition of POMC neurons and subsequent release of 

α-MSH. 
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Implications for Whole Body Glucose Homeostasis. Emerging literature indicates that 

the hypothalamus, in addition to its well-established role in the control of feeding, also 

regulates peripheral glucose metabolism through changes in autonomic outputs 

(Blouet and Schwartz, 2010). Hypothalamic glucose sensing was demonstrated to play 

a key role in this process (Leloup et al., 1998; Sanders et al., 2004). The present data 

show that central injection of the antagonist cyclo1-8[DLeu5]OP in normally fed rats 

significantly increased, by its own, blood glucose levels, suggesting that endogenous 

endozepines tonically reduce glycemia. Consistent with this, it has been already 

demonstrated that endozepines exert a tonic inhibitory effect on food consumption (Do 

Rego et al., 2007). In contrast, the absence of effect of OP suggests that the 

endozepinergic tone is high at the beginning of the day in normally fed rats and cannot 

be further increased by i.c.v. injection of the agonist. Accordingly, we observed a 

marked effect of ODN on glucose tolerance in animals fasted during the night, a 

condition that reduces the level of endogenous endozepines. These data provide an 

important baseline for further studies aimed at identifying the central and peripheral 

mechanisms engaged by endozepines in the control of glucose metabolism. Neurons of 

the arcuate nucleus are likely to be involved, since they are well established regulators 

of glucose homeostasis (Zhang et al., 2004; Coppari et al., 2005; Parton et al., 2007). 

  Altogether, the present data strongly support the notion that hypothalamic glial 

cells play an important role in glucose sensing and regulate energy balance through the 

controlled production of endozepines. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 96

References 

Bady I, Marty N, Dallaporta M, Emery M, Gyger J, Tarussio D, Foretz M, Thorens B 

(2006) Evidence from glut2-null mice that glucose is a critical physiological 

regulator of feeding. Diabetes 55:988-995. 

Blouet C, Schwartz GJ (2010) Hypothalamic nutrient sensing in the control of energy 

homeostasis. Behav Brain Res 209:1-12. 

Colombani AL, Carneiro L, Benani A, Galinier A, Jaillard T, Duparc T, Offer G, 

Lorsignol A, Magnan C, Casteilla L, Penicaud L, Leloup C (2009) Enhanced 

hypothalamic glucose sensing in obesity: alteration of redox signaling. Diabetes 

58:2189-2197. 

Compère V, Li S, Leprince J, Tonon MC, Vaudry H, Pelletier G (2003) Effect of 

intracerebroventricular administration of the octadecaneuropeptide on the 

expression of pro-opiomelanocortin, neuropeptide Y and corticotropin-releasing 

hormone mRNAs in rat hypothalamus. J Neuroendocrinol 15:197-203. 

Compère V, Lanfray D, Castel H, Morin F, Leprince J, Dureuil B, Vaudry H, Pelletier 

G, Tonon MC (2010) Acute food deprivation reduces expression of diazepam-

binding inhibitor, the precursor of the anorexigenic octadecaneuropeptide ODN, 

in mouse glial cells. J Mol Endocrinol 44:295-299. 

Coppari R, Ichinose M, Lee CE, Pullen AE, Kenny CD, McGovern RA, Tang V, Liu 

SM, Ludwig T, Chua SC, Jr., Lowell BB, Elmquist JK (2005) The 

hypothalamic arcuate nucleus: a key site for mediating leptin's effects on 

glucose homeostasis and locomotor activity. Cell Metab 1:63-72. 

Cowley MA, Smart JL, Rubinstein M, Cerdan MG, Diano S, Horvath TL, Cone RD, 

Low MJ (2001) Leptin activates anorexigenic POMC neurons through a neural 

network in the arcuate nucleus. Nature 411:480-484. 

De Mateos-Verchere JG, Leprince J, Tonon MC, Vaudry H, Costentin J (2001) The 

octadecaneuropeptide [diazepam-binding inhibitor (33-50)] exerts potent 

anorexigenic effects in rodents. Eur J Pharmacol 414:225-231. 

Do Rego JC, Orta MH, Leprince J, Tonon MC, Vaudry H, Costentin J (2007) 

Pharmacological characterization of the receptor mediating the anorexigenic 

action of the octadecaneuropeptide: evidence for an endozepinergic tone 

regulating food intake. Neuropsychopharmacology 32:1641-1648. 



 97

Gandolfo P, Patte C, Leprince J, Thoumas JL, Vaudry H, Tonon MC (1997) The 

stimulatory effect of the octadecaneuropeptide (ODN) on cytosolic Ca2+ in rat 

astrocytes is not mediated through classical benzodiazepine receptors. Eur J 

Pharmacol 322:275-281. 

Garcia MA, Millan C, Balmaceda-Aguilera C, Castro T, Pastor P, Montecinos H, 

Reinicke K, Zuniga F, Vera JC, Onate SA, Nualart F (2003) Hypothalamic 

ependymal-glial cells express the glucose transporter GLUT2, a protein 

involved in glucose sensing. J Neurochem 86:709-724. 

Lectez B, Jeandel L, El-Yamani FZ, Arthaud S, Alexandre D, Mardargent A, Jegou S, 

Mounien L, Bizet P, Magoul R, Anouar Y, Chartrel N (2009) The orexigenic 

activity of the hypothalamic neuropeptide 26RFa is mediated by the 

neuropeptide Y and proopiomelanocortin neurons of the arcuate nucleus. 

Endocrinology 150:2342-2350. 

Leloup C, Orosco M, Serradas P, Nicolaidis S, Penicaud L (1998) Specific inhibition 

of GLUT2 in arcuate nucleus by antisense oligonucleotides suppresses nervous 

control of insulin secretion. Mol Brain Res 57:275-280. 

Leprince J, Oulyadi H, Vaudry D, Masmoudi O, Gandolfo P, Patte C, Costentin J, 

Fauchere JL, Davoust D, Vaudry H, Tonon MC (2001) Synthesis, 

conformational analysis and biological activity of cyclic analogs of the 

octadecaneuropeptide ODN. Design of a potent endozepine antagonist. Eur J 

Biochem 268:6045-6057. 

Loomis WF, Behrens MM, Williams ME, Anjard C (2010) Pregnenolone sulfate and 

cortisol induce secretion of acyl-CoA-binding protein and its conversion into 

endozepines from astrocytes. J Biol Chem 285:21359-21365. 

Malagon M, Vaudry H, Van Strien F, Pelletier G, Gracia-Navarro F, Tonon MC 

(1993) Ontogeny of diazepam-binding inhibitor-related peptides (endozepines) 

in the rat brain. Neuroscience 57:777-786. 

Marty N, Dallaporta M, Foretz M, Emery M, Tarussio D, Bady I, Binnert C, 

Beermann F, Thorens B (2005) Regulation of glucagon secretion by glucose 

transporter type 2 (glut2) and astrocyte-dependent glucose sensors. J Clin Invest 

115:3545-3553. 

Masmoudi O, Gandolfo P, Leprince J, Vaudry D, Fournier A, Patte-Mensah C, Vaudry 

H, Tonon MC (2003) Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide 



 98

(PACAP) stimulates endozepine release from cultured rat astrocytes via a PKA-

dependent mechanism. Faseb J 17:17-27. 

Millàn C, Martinez F, Cortes-Campos C, Lizama I, Yanez MJ, Llanos P, Reinicke K, 

Rodriguez F, Peruzzo B, Nualart F, Garcia MA (2010) Glial glucokinase 

expression in adult and post-natal development of the hypothalamic region. 

ASN Neuro 2:135-145. 

Parton LE, Ye CP, Coppari R, Enriori PJ, Choi B, Zhang CY, Xu C, Vianna CR, 

Balthasar N, Lee CE, Elmquist JK, Cowley MA, Lowell BB (2007) Glucose 

sensing by POMC neurons regulates glucose homeostasis and is impaired in 

obesity. Nature 449:228-232. 

Patte C, Gandolfo P, Leprince J, Thoumas JL, Fontaine M, Vaudry H, Tonon MC 

(1999) GABA inhibits endozepine release from cultured rat astrocytes. Glia 

25:404-411. 

Rodriguez EM, Blazquez JL, Pastor FE, Pelaez B, Pena P, Peruzzo B, Amat P (2005) 

Hypothalamic tanycytes: a key component of brain-endocrine interaction. Int 

Rev Cytol 247:89-164. 

Roseberry AG, Liu H, Jackson AC, Cai X, Friedman JM (2004) Neuropeptide Y-

mediated inhibition of proopiomelanocortin neurons in the arcuate nucleus 

shows enhanced desensitization in ob/ob mice. Neuron 41:711-722. 

Sanders NM, Dunn-Meynell AA, Levin BE (2004) Third ventricular alloxan reversibly 

impairs glucose counterregulatory responses. Diabetes 53:1230-1236. 

Schuit FC, Huypens P, Heimberg H, Pipeleers DG (2001) Glucose sensing in 

pancreatic beta-cells: a model for the study of other glucose-regulated cells in 

gut, pancreas, and hypothalamus. Diabetes 50:1-11. 

Tong Q, Ye CP, Jones JE, Elmquist JK, Lowell BB (2008) Synaptic release of GABA 

by AgRP neurons is required for normal regulation of energy balance. Nat 

Neurosci 11:998-1000. 

Tonon MC, Désy L, Nicolas P, Vaudry H, Pelletier G (1990) Immunocytochemical 

localization of the endogenous benzodiazepine ligand octadecaneuropeptide 

(ODN) in the rat brain. Neuropeptides 15:17-24. 

Tonon MC, Leprince J, Gandolfo P, Compère V, Pelletier G, Malagon M, Vaudry H 

(2006) Endozepines. In: Handbook of Biologically Active Peptides, Elsevier 

Edition (Kastin AJ, ed), pp 813-820 Maryland Heights: Elsevier. 



 99

Vidarsdottir S, Smeets PA, Eichelsheim DL, van Osch MJ, Viergever MA, Romijn JA, 

van der Grond J, Pijl H (2007) Glucose ingestion fails to inhibit hypothalamic 

neuronal activity in patients with type 2 diabetes. Diabetes 56:2547-2550. 

Zhang Y, Zhou J, Corll C, Porter JR, Martin RJ, Roane DS (2004) Evidence for 

hypothalamic K+(ATP) channels in the modulation of glucose homeostasis. Eur 

J Pharmacol 492:71-79. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 100

Figure Legends 

Fig. 1. Glucose stimulates the expression of endozepines in the rat hypothalamus. (A) 

Hypothalamic DBI mRNA levels from normally fed (Fed), overnight-fasted saline-

injected (Fast+Sal) or overnight-fasted glucose-injected (Fast+Glc) animals. 

Quantitation was performed in Area A (floor of the third ventricle) and Area B 

(infralateral wall of the third ventricle). Values are normalized to that obtained with 

fed animals (n = 6). (B) Hypothalamic section labeled with ODN (ODN, Merge) and 

DARPP-32 (DARPP-32, Merge) antibodies. (d) Higher magnification view of (a). 

Arrows show tanycyte processes that extend into the parenchyma. ARC, arcuate 

nucleus; ME, median eminence; 3V, third ventricle. Scale bars =  

50 µm. (C) POMC mRNA levels in the ARC from normally fed (Fed), overnight-

fasted saline-injected (Fast+Sal) or overnight-fasted glucose-injected (Fast+Glc) 

animals. Values were normalized to that obtained with fed animals (n = 5). (D) ODN-

like immunoreactivity (ODN-LI) measured in the media of hypothalamic explants 

incubated in 0.2 or 1 g/L glucose (Glc). Values were normalized to that obtained 

during a preincubation period at 0.2 g/L glucose (n = 6-8). Data represent the mean ± 

SEM. Mann and Whitney test: **, P < 0.01, *, P < 0.05. 

  

Fig. 2. Feeding responses to glucose or 2-DG depend on the endozepinergic tone. (A) 

Rats fasted for 18 h received an i.c.v. injection of cyclo1-8[DLeu5]OP (20 µg; black 

field) or vehicle (Sal; open field) with (+) or without (-) i.c.v. injection of glucose 

(Glc; 3.5 mg). Forty five min later, access to food was restored and cumulative food 

intake was measured (n = 4). (B) Rats fasted for 18 h received an i.c.v. injection of 

cyclo1-8[DLeu5]OP (20 µg; black field) or vehicle (Sal; open field) with (+) or without 

(-) an i.p. administration of glucose (Glc; 1 g/kg body weight). Forty five min later, 

access to food was restored and cumulative food intake was measured (n = 5-6). (C) 

Normally fed rats received an i.c.v. injection of OP (2 µg; black field) or vehicle (Sal; 

open field) with (+) or without (-) i.c.v. injection of 2-DG (3.5 mg). Forty five min 

later, access to food was restored and cumulative food intake was measured (n = 3-4). 

Data represent mean ± SEM. Mann and Whitney test: *, P < 0.05, NS, not statistically 

different. 
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Fig. 3. OP- and glucose-induced feeding suppression are mediated by the 

melanocortin pathway. (A) Rats fasted for 18 h received an i.c.v. injection of SHU-

9119 (0.3 nmol; black field) or vehicle (Sal; open field) with (+) or without (-) i.c.v. 

injection of OP (2 µg). Forty five min later, access to food was restored and 

cumulative food intake was measured (n = 4). (B) Rats fasted for 18 h received an 

i.c.v. injection of SHU-9119 (0.3 nmol; black field) or vehicle (Sal; open field) with 

(+) or without (-) i.c.v. injection of glucose (Glc; 3.5 mg). Forty five min later, access 

to food was restored and cumulative food intake was measured (n = 3). Data represent 

mean ± SEM. Mann and Whitney test: *, P < 0.05, NS, not statistically different. 

 

Fig. 4. Peripheral blood glucose levels are regulated by central endozepines. (A) 

Variation of glycemia in normally fed rats following i.c.v. injection of OP (2 µg), 

cyclo1-8[DLeu5]OP (20 µg) or vehicle (Sal) (n = 3-5). (B) Glucose tolerance test on 

fasted rats following i.c.v. injection of ODN (2 µg) or vehicle (Sal) (n = 5). Data 

represent the mean ± SEM. Mann and Whitney test:  

* ,P < 0.05 versus i.c.v. vehicle-injected animals. 
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Figure 10 : Représentation schématique des différentes voies 
métaboliques pouvant relayer les effets du glucose sur l’expression de 
gènes cibles.  
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Mécanismes intracellulaires relayant les effets du glucose 

sur l’expression du DBI 

 
Résultats préliminaires 

 

 

Nous avons montré dans le chapitre précédent que l’injection centrale de glucose 

augmente le taux des ARNm codant le DBI dans les cellules astrogliales 

hypothalamiques, suggérant que le glucose pourrait stimuler l’expression du gène DBI. 

Les effets du glucose sur l’activité transcriptionnelle de gènes cibles peuvent être 

relayés par plusieurs voies métaboliques (Fig. 10).  

L’augmentation de la concentration intracellulaire de glucose conduit à une 

stimulation de la glycolyse, une augmentation de la production d’ATP, et finalement 

une inhibition de l’AMP-activated protein kinase (AMPK), une enzyme ubiquiste dont 

l’activité est inversement proportionnelle à la concentration d’ATP intracellulaire 

(Minokoshi et al., 2004). Parallèlement à cette voie, le glucose peut emprunter deux 

voies annexes, prenant en charge des intermédiaires de la glycolyse, qui permettent le 

« sensing » du glucose et la régulation de gènes d’intérêt : la voie des pentoses 

phosphates, utilisant le glucose-6-phosphate et la voie des hexosamines, utilisant le 

fructose-6-phosphate. La première est une voie enzymatique dont l’un des produits, le 

xylulose-5-phosphate, interagit avec le carbohydrate response element-binding 

protein, un facteur de transcription capable de lier notamment les séquences consensus 

de type carbohydrate response element, présentes dans la région promotrice des gènes 

cibles (Meugnier et al., 2007). La voie des hexosamines, quant à elle, est une voie 

pluri-enzymatique, particulièrement bien caractérisée dans les cellules β-

pancréatiques. L’enzyme limitante de cette voie, la glucose-6-phosphate 

amidotransferase (GFAT), utilise de 3 à 5 % du fructose-6-phosphate produit par la 

glycolyse et le convertit en glucosamine-6-phosphate. Celui-ci est ensuite converti en 

UDP-N-acétylglucosamine, qui est le principal substrat de l’O-glycolysation de 

plusieurs protéines, dont certains facteurs de transcription. 
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L’ensemble de ces éléments nous a conduits à nous poser les questions 

suivantes : 

1) L’effet stimulateur du glucose sur les taux d’ARNm codant le DBI  est-il la 

conséquence de l’activation du promoteur du gène ? 

2) Quelle est la voie métabolique relayant ces effets ? 

 

1. Le glucose stimule l’activité transcriptionnelle du gène codant le DBI  

1.1 Effet du glucose sur les quantités d’ARNm codant le DBI dans des astrocytes 

natifs de rat en culture et des cellules de la lignée C6 

Nous avons démontré, par la technique de RT-PCR-quantitative, qu’une 

augmentation de la concentration extracellulaire de glucose s’accompagne d’une 

augmentation des taux d’ARNm codant le DBI dans des astrocytes de rat en culture 

(Fig. 11A). Parallèlement, nous démontrons que le glucose induit une augmentation 

dose-dépendante de la quantité de transcrits dans les cellules C6 (Fig. 11B), indiquant 

que cette lignée constitue un bon modèle pouvant se substituer aux astrocytes natifs 

dans la suite de nos travaux. 

  
 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Effet du glucose sur les quantités d’ARNm codant le DBI dans les 
astrocytes de rat en culture secondaire et dans les cellules C6. Les astrocytes en 
culture secondaire (A) ou les cellules C6 (B) sont incubés pendant 6 h dans des 
milieux de culture contenant les concentrations de glucose indiquées. Au terme de 
l’incubation, les ARN totaux sont extraits et la quantité relative d’ARNm codant le 
DBI (ratio DBI/β-actine) est mesurée par la technique de RT-PCR-quantitative 
n=3 ; Test de Kruskal et Wallis : *, P<0,05. 

A B 
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1.2. Analyse promoteur/rapporteur  

Nous avons également entrepris, à l’aide de la stratégie « promoteur/rapporteur », 

l’identification des régions du promoteur DBI relayant les effets du glucose. Pour ce 

faire, nous avons dans un premier temps amplifié, à l’aide d’une préparation d’ADN 

génomique de cerveau de rat, un fragment PCR de 851 paires de bases (pb) 

correspondant à la région promotrice proximale du gène. Ce fragment a été cloné dans 

le vecteur pGluc, en amont du gène rapporteur luciférase. Nous avons montré, par 

transfection transitoire de ce construit dans la lignée astrocytaire C6, que le glucose 

induit une augmentation de l’activité luciférase (Fig. 12), indiquant qu’un élément de 

réponse au glucose est présent dans cette région.  

                           
 

 

 

 

 

 

2. Voies de signalisation relayant l’effet du glucose sur l’expression du gène 

DBI chez le rat 

2.1. Identification d’éléments de régulation potentiels sur le promoteur proximal 

du gène DBI de rat 

L’analyse de la région promotrice proximale du gène codant le DBI chez le rat 

révèle la présence de plusieurs éléments cis-régulateurs, dont certains sont 

fonctionnels (Elholm et al., 1996; Helledie et al., 2002; Neess et al., 2006) (Fig. 13). 

Figure 12 : Effet du glucose sur l’activité transcriptionnelle du promoteur 
proximale du DBI de rat. Les cellules de la lignée C6 ont été transfectée avec le 
construit pGLuc-DBI [-851/-1] contenant la région promotrice proximale du gène 
DBI placée en amont d’un gène rapporteur, la luciférase, puis incubées durant 20 
h dans du DMEM contenant 5mM de glucose. Les cellules ont ensuite été 
incubées durant 3 h, en présence des concentrations de glucose indiquées. A la 
fin de l’expérience, l’activité luciférase a été mesurée dans le milieu de culture. 
n=3 ; Test de Kruskal et Wallis : *, P<0,05. 



 111

L’existence d’éléments cis-régulateurs de type SRE et SP1, deux facteurs dont 

l’activité promotrice est dépendante de leur O-glycosylation, nous a conduits à 

suspecter l’implication de la voie des hexosamines dans les effets stimulateurs du 

glucose. 

 
 

 

 

2.1. Implication de la voie des hexosamines (résultats préliminaires) 

L’absence d’effet d’un activateur pharmacologique de l’AMPK et du pyruvate 

sur l’expression du gène DBI (résultats non illustrés) suggère que les effets du glucose 

mettent en jeu un métabolite intermédiaire de la glycolyse, situé plus en amont. Ces 

résultats, ainsi que l’analyse du promoteur proximal décrite ci-dessus, nous ont donc 

conduits à tester l’implication de la voie des hexosamines. 

Suite à la transfection transitoire du construit pGLuc-DBI[-851/-1] dans la lignée 

C6, nous montrons que l’effet stimulateur du glucose sur l’activité du promoteur DBI 

est bloqué par le 6-diazo-5-oxo-l-norleucine (DON), un inhibiteur pharmacologique 

de la GFAT, l’enzyme limitante de la voie des hexosamines (Fig. 14). 

Le produit final de la voie des hexosamines, le UDP-N-acétylglucosamine est le 

substrat principal de la O-GlcNAc transferase, l’enzyme responsable de la O-

glycosylation des protéines. Afin d’évaluer l’activité de la voie des hexosamines dans 

l’hypothalamus de rat, nous avons entrepris d’examiner l’abondance des protéines O-

glycosylées dans cette structure par une analyse immunohistochimique (Fig. 15). 

L’utilisation d’un anticorps dirigé contre les résidus O-glycosylés (RL2) sur des 

coupes frontales hypothalamiques met en évidence un marquage intense au niveau des 

corps cellulaires (tanycytes/cellules épendymaires) bordant le troisième ventricule. 

L’utilisation, sur les mêmes coupes, d’un anticorps dirigé contre l’ODN révèle un fort 

co-marquage dans cette région. De façon intéressante, l’immunoréactivité ODN est 

également très marquée dans les prolongements tanycytaires s’enfonçant 

profondément dans le parenchyme nerveux. Ces résultats préliminaires suggèrent 

Figure 13 : Représentation schématique de la structure du promoteur du gène codant 
le DBI chez le rat. Les régions régulatrices de la transcription et leur position respective par 
rapport au site d’initiation de la transcription sont indiquées. 
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donc que la voie des hexosamines est particulièrement active dans les 

tanycytes/cellules épendymaires bordant le troisième ventricule, et qu’elle pourrait 

donc relayer les effets stimulateurs du glucose observés in vitro. 

              
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Implication de la voie des hexosamines dans l’effet du glucose sur l’expression du 
DBI. Les cellules de la lignée C6, transfectées avec le construit pGLuc- DBI [-851/-1], ont été 
pré-incubées durant 1 h avec le 6-diazo-5-oxo-l-norleucine (DON), un inhibiteur spécifique de la 
GFAT. Les cellules ont ensuite été incubées, durant 3 h, en présence des concentrations de 
glucose indiquées, puis l’activité luciferase a été mesurée dans le milieu de culture. n=3 ; test de 
Kruskal et Wallis : *, P<0,05. 

Figure 15 : Immunolocalisation des protéines O-glycosylés et du DBI dans l’hypothalamus 
de rat. Des coupes frontales d‘hypothalamus de rat ont été co-marquées à l’aide d’anticorps 
commerciaux dirigés contre les résidus O-Glycosylés (RL2) (A, E) et d’anticorps dirigés contre 
l’ODN de rat (B, F). (C, G) Superposition des marquages obtenus avec les deux anticorps. (D, H) 
Agrandissements réalisés à partir des images présentées en C et G. 3V, troisième ventricule; ARC, 
noyau arqué; ME, éminence médiane; VMN, noyau ventromédian.  
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Le diazepam-binding inhibitor et ses dérivés, dont l’octadécaneuropeptide 

(ODN, DBI33-50), sont généralement désignés sous le terme d’endozépines en raison de 

leur capacité à inhiber la liaison des benzodiazépines (Guidotti et al., 1983; Ferrero et 

al., 1984; Slobodyansky et al., 1989). Plus récemment, des travaux effectués dans le 

laboratoire ont montré que l’ODN est également capable d’interagir avec un récepteur 

de type RCPG (Patte et al., 1995; Gandolfo et al., 1997) pour lequel un antagoniste a 

été développé (Leprince et al., 2001). Les endozépines, qui sont largement distribuées 

dans le SNC, sont presque exclusivement exprimées par les cellules gliales chez les 

mammifères (Tonon et al., 1990; Alho et al., 1991; Malagon et al., 1993; Vidnyanszky 

et al., 1994). Des travaux ont montré que l’injection centrale d’ODN s’accompagne 

d’une diminution de la prise de nourriture et du poids chez le rongeur (Garcia de 

Mateos-Verchere et al., 2001; Do Rego et al., 2007), indiquant que ce peptide est 

impliqué dans la régulation du comportement alimentaire. Une approche 

pharmacologique a permis de déterminer que l’effet satiétogène de l’ODN est relayé 

par son récepteur métabotropique (Do Rego et al., 2007). Enfin, des études effectuées 

au sein du laboratoire ont montré que l’injection centrale d’ODN s’accompagne d’une 

augmentation de l’expression de la POMC et d’une diminution de l’expression du 

NPY au niveau du NA (Compère et al., 2003, 2005), suggérant que les effets de 

l’ODN sont relayés par les populations neuronales de premier ordre. 

 Dans ce contexte, nous avons dans un premier temps recherché l’influence du 

statut énergétique sur l’expression du DBI au niveau de l’hypothalamus. Nous nous 

sommes ensuite intéressés aux facteurs circulants capables de moduler l’expression 

centrale du DBI. Enfin, nous avons recherché les voies neuronales et les mécanismes 

cellulaires relayant les effets du système endozépinergique sur l’homéostasie 

énergétique. 

 

Influence du statut énergétique sur l’expression hypothalamique des endozépines, 

rôle de la leptine et de l’insuline. 

Nos travaux montrent pour la première fois qu’un jeûne aigu de 18 h 

s’accompagne d’une diminution des quantités d’ARNm codant le DBI dans plusieurs 

régions de l’hypothalamus médio-basal chez le rongeur. Cet effet est observé dans les 

astrocytes du parenchyme du NA et les cellules de la zone périventriculaire de 

l’hypothalamus. Plusieurs données de la littérature indiquent qu’en fonction du statut 
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énergétique de l’organisme, l’activité des voies neuronales hypothalamiques est 

modulée positivement ou négativement. Ainsi, par exemple, Lauzurica et 

collaborateurs démontrent qu’une diminution de la nourriture stimule l’expression du 

NPY, facteur orexigène, et inversement réduit celle de la POMC, précurseur de l’α-

MSH, peptide anorexigène (Lauzurica et al., 2010). Une diminution des taux d’ARNm 

codant le DBI est donc en accord avec l’activité anorexigène de l’ODN précédemment 

décrite, et renforce l’hypothèse d’un rôle des endozépines hypothalamiques dans le 

contrôle de la prise alimentaire. Etant donné que l’endozépine ODN exerce une action 

opposée sur les populations neuronales du NA (Compère et al., 2003, 2005), nos 

travaux suggèrent que l’action du jeûne sur l’activité de ces neurones peut être en 

partie due à une réduction de l’effet stimulateur des endozépines endogènes sur les 

cellules exprimant la POMC et/ou une levée d’inhibition sur celles produisant le NPY. 

Nous avons ensuite recherché les facteurs circulants satiétogènes susceptibles de 

stimuler l’expression du DBI au niveau de l’hypothalamus et donc de réverser l’effet 

du jeûne. Notre choix s’est porté sur l’insuline et la leptine, deux hormones dont les 

concentrations plasmatiques reflètent à tout moment le statut énergétique de 

l’organisme, et dont les niveaux sont réduits en condition de jeûne (Bi et al., 2003). Il 

est admis que les neurones à POMC/CART et à NPY/AgRP expriment des récepteurs 

pour l’insuline et la leptine, et que ces deux hormones exercent des effets opposés sur 

leur activité (Schwartz et al., 2000, pour revue). La présence de récepteurs de la 

leptine sur les populations astrogliales hypothalamiques n’est pas clairement établie 

(Cheunsuang et Morris, 2005) et celle des récepteurs de l’insuline n’a été démontrée 

que sur des astrocytes normaux ou tumoraux in vitro (Grunberger et al., 1986; 

Schechter et Yanovitch, 1999). La localisation de ces deux récepteurs sur les cellules 

exprimant le DBI, recherchée par immunohistochimie (récepteur insuline et récepteur 

leptine) et hybridation in situ (DBI) sur des coupes consécutives d’hypothalamus, 

révèle que les cellules DBI positives bordant les ventricules présentent les récepteurs 

pour ces deux hormones, et donc que ces cellules pourraient être sensibles aux 

variations des taux circulants de leptine et d’insuline. L’injection périphérique de l’une 

ou l’autre de ces hormones est sans effet sur la réduction de la quantité de transcrits 

codant le DBI induite par le jeûne au niveau de l’hypothalamus. Ces résultats 

suggèrent donc que la diminution des taux circulants de ces deux hormones ne relaie 

pas l’effet du jeûne sur l’expression hypothalamique du DBI, et que les cellules 
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astrogliales de l’hypothalamus seraient sensibles à d’autres facteurs circulants. Il 

convient de noter que les cellules épendymaires bordant le ventricule latéral, qui 

expriment également le DBI, répondent à l’injection d’insuline par une augmentation 

rapide et transitoire du taux d’ARNm codant cette protéine. Des travaux récents 

montrent que le septum latéral, et notamment la zone bordant le ventricule latéral, 

participe à la régulation du comportement alimentaire (Pankey et al., 2008; Scopinho 

et al., 2008) et qu’une restriction alimentaire chez l’animal provoque une diminution 

de l’expression du NPY dans cette zone (Kovacs et al., 2007). Un éventuel effet de 

l’ODN sur ces neurones NPYergiques, comme cela a été démontré pour ceux du NA, 

reste à démontrer.  

 

Effet du glucose sur la production et la libération d’endozépines au niveau de 

l’hypothalamus 

Plusieurs études réalisées chez le rongeur suggèrent que les cellules astrogliales 

et plus particulièrement les tanycytes sont des éléments essentiels à l’intégration 

centrale des variations de la glycémie. Les tanycytes expriment GLUT2 ainsi que la 

glucokinase (Garcia et al., 2003; Millàn et al., 2010), deux enzymes essentielles à 

l’intégration des variations de la glycémie par les cellules β-pancreatiques. Leur 

destruction sélective s’accompagne d’une perte de la contre-réponse métabolique 

induite par l’injection centrale de 2-DG (Sanders et al., 2004). La contre-réponse 

métabolique, perdue chez les animaux déficients pour le gène codant GLUT2, est 

rétablie lorsque celui-ci est spécifiquement ré-exprimé par transgénèse dans les 

astrocytes (Marty et al., 2005). Néanmoins, le rôle exact des cellules astrogliales dans 

ce processus est mal connu. Nous avons donc émis l’hypothèse selon laquelle la 

réponse de ces cellules aux variations de glucose conduirait à une libération 

d’endozépines, au niveau de l’hypothalamus. 

Nous avons montré, par hybridation in situ, que l’injection centrale de glucose 

chez des rats préalablement affamés augmente la quantité de transcrits codant le DBI 

au niveau de la zone périventriculaire de l’hypothalamus. A l’aide d’anticorps dirigés 

contre l’ODN et la DARPP-32, nous montrons que l’expression hypothalamique des 

endozépines est principalement confinée aux corps cellulaires et prolongements 

cytoplasmiques des tanycytes bordant le troisième ventricule.  
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La restauration des niveaux des ARNm 3 h après l’injection icv de glucose est 

particulièrement marquée au niveau des cellules de la zone périventriculaire. Ces 

cellules correspondraient au tanycytes de types β1 et β2 (Rodriguez et al., 2005), et leur 

sensibilité au glucose est en accord avec la localisation de GLUT-2 dans cette zone de 

l’hypothalamus (Garcia et al., 2003). De manière surprenante, dans nos conditions 

expérimentales, l’expression du DBI n’est pas stimulée par une injection de glucose 

dans les tanycytes de type α1 et α2, qui expriment également les transporteurs GLUT-2 

(Garcia et al., 2003). Finalement, des expériences réalisées sur des explants 

hypothalamiques de rat démontrent que le glucose stimule la libération de composés 

immunologiquement apparentés à l’ODN. L’ensemble de ces résultats nous a conduits 

à envisager que les effets centraux du glucose pourraient être en partie relayés par une 

augmentation de la sécrétion d’endozépines au niveau de l’hypothalamus. 

 

Implication des endozépines dans l’intégration centrale des variations de la glycémie 

L’effet anorexigène de l’ODN est aboli par le cyclo1-8[DLeu5]OP et mimé par 

l’OP (Do Rego et al., 2007), deux analogues de l’ODN ayant respectivement des 

propriétés antagoniste et agoniste vis à vis du récepteur métabotropique (Leprince et 

al., 2001). Afin d’évaluer le rôle des endozépines dans la gluco-sensibilité cérébrale, 

nous avons recherché l’effet de ces deux composés sur les modifications du 

comportement alimentaire induites par une injection de glucose ou de 2-DG. Nos 

travaux montrent que l’effet anorexigène d’une injection centrale ou périphérique de 

glucose, chez des rats préalablement privés de nourriture, est bloqué par l’injection icv 

de cyclo1-8[DLeu5]OP. De même, l’effet oréxigène d’une injection centrale de 2-DG 

chez des rats normalement nourris est aboli par la co-injection d’OP. 

L’ensemble de ces données suggère que les endozépines produites par les 

cellules astrogliales, et plus particulièrement par les tanycytes, constituent un relais 

essentiel dans l’intégration hypothalamique des variations de la glycémie, via 

l’activation du récepteur métabotropique de l’ODN. 
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Populations neuronales relayant les effets anorexigènes du glucose et de l’ODN 

Des travaux antérieurs réalisés dans le laboratoire montrent que l’injection 

centrale d’ODN stimule l’expression de la POMC et inhibe celle du NPY au niveau du 

NA (Compère et al., 2003). La présence de composés immunologiquement apparentés 

à l’ODN dans les prolongements tanycytaires localisés dans le parenchyme du NA 

indique que les endozépines pourraient être libérées dans le microenvironnement des 

neurones de cette structure. A l’appui de cette hypothèse, l’augmentation des quantités 

de transcrits codant le DBI induite par l’injection centrale de glucose, chez des rats 

préalablement privés de nourriture, s’accompagne d’une stimulation de l’expression de 

la POMC dans le NA. La réponse des neurones à POMC au glucose est en accord avec 

une étude réalisée par Bady et collaborateurs (Bady et al., 2006). L’ensemble de ces 

données nous a conduits à évaluer l’implication du système mélanocortinique dans les 

effets anorexigènes d’une injection centrale de glucose ou d’OP chez le rat. 

La réponse au glucose est aboli par la co-injection d’un antagoniste des 

récepteurs MCR3/4, le SHU-9119, démontrant pour la première fois que les neurones 

à POMC relaient l’effet anorexigène du glucose. Par ailleurs, le SHU-9119 bloque 

également l’effet anoréxigène d’une injection centrale d’OP, démontrant que l’activité 

satiétogène des endozépines met en jeu la stimulation du système mélanocortinique. 

L’ensemble de nos données expérimentales suggère que l’effet satiétogène du glucose 

est relayé par l’activation des neurones à POMC via le système endozépinergique.  

L’effet des endozépines sur les neurones à POMC pourrait s’exercer directement, 

ou indirectement, par une inhibition des neurones à NPY. Ceux-ci se projettent en effet 

sur les neurones à POMC, et sont capables de moduler leur activité via la libération de 

GABA et de NPY (Cowley et al., 2001; Roseberry et al., 2004; Tong et al., 2008). 

Ainsi, une levée de l’inhibition exercée par les neurones à NPY sur les neurones à 

POMC permettrait la libération du neuropeptide α-MSH. De même, les endozépines 

pourraient bloquer la libération d’AgRP, un antagoniste naturel des récepteurs de type 

MC3/4R colocalisé avec le NPY au niveau du NA (Broberger et al., 1998). 

L’ensemble de ces données démontre pour la première fois que l’activité anorexigène 

de l’ODN est exclusivement relayée par une activation du système mélanocortinique 

chez le rat et souligne l’importance du couplage tanycyte-neurone dans l’adaptation du 

comportement alimentaire aux variations de la glycémie. 
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Implication des endozépines dans la régulation de la glycémie périphérique 

L’hypothalamus, en plus de son rôle bien caractérisé dans la régulation du 

comportement alimentaire, participe au contrôle de la glycémie périphérique (Blouet et 

Schwartz, 2010). Il a notamment été démontré que les tanycytes de cette région jouent 

un rôle clé dans la glucosensibilité de l’hypothalamus (Leloup et al., 1998; Sanders et 

al., 2004). Ces données nous ont conduits à évaluer l’implication du système 

endozépinergique dans la régulation de la glycémie périphérique. Nos travaux 

montrent que l’injection centrale du cyclo1-8[DLeu5]OP, chez des rats normalement 

nourris, augmente la glycémie, indiquant que les endozépines produites centralement 

exerçent un tonus inhibiteur sur la glycémie périphérique. Cette hypothèse est 

renforcée par des études comportementales démontrant que les endozépines exercent 

également un tonus inhibiteur sur la prise alimentaire (Do Rego et al., 2007). 

L’absence d’effet de l’OP, injecté au début de la phase diurne, sur la concentration 

plasmatique de glucose, suggère que le tonus inhibiteur exercé par les endozépines 

endogènes est élevé dans nos conditions expérimentales et ne peut pas être renforcé 

par l’administration exogène de l’agoniste. Nous avons toutefois pu observer un effet 

marqué de l’ODN sur la tolérance au glucose chez des rats affamés durant la nuit, 

condition dans laquelle l’expression hypothalamique du DBI est réduite. Il sera 

particulièrement intéressant de rechercher les mécanismes centraux et périphériques 

relayant l’effet hypoglycémiant des endozépines. Il convient de s’interroger sur 

l’implication potentielle des neurones à POMC du NA dans ces effets puisque une 

étude réalisée chez le rat montre que cette population cellulaire intervient également 

dans la régulation de l’homéostasie glucidique (Parton et al., 2007). Par ailleurs, la 

présence de composés immunologiquement apparentés à l’ODN dans les cellules 

astrogliales du tronc cérébral suggère que les endozépines de cette région pourraient 

également participer à la regulation de la glycémie périphérique (Pr Jean-Denis 

Troadec, communication personnelle). L’obstruction de l’aqueduc de Sylvius associée 

à et des injections localisées dans le 3ème ou le 4ème ventricule permettra de répondre à 

ces interrogations. Enfin, la mesure des concentrations d’insuline, de glucagon et de la 

production hépatique de glucose, suite à l’injection centrale d’ODN, pourrait permettre 

d’identifier les voies de régulations périphériques impliquées dans les effets 

hypoglycémiants des endozépines.  
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Mécanismes cellulaires relayant les effets du glucose sur l’expression du DBI 

Au cours de notre étude, nous avons montré que l’effet stimulateur du glucose 

sur les quantités de transcrits codant le DBI est également observé, in vitro, dans deux 

modèles d’études, des astrocytes de rat en culture secondaire et les cellules de la lignée 

astrogliale C6. Nous avons également montré, grâce à la technique 

promoteur/rapporteur, que l’effet du glucose sur les quantités d’ARNm codant le DBI 

est relayé par une augmentation de l’activité transcriptionnelle du gène, suggérant que 

les effets observés in vivo sont également induits par ce mécanisme.  

Une approche pharmacologique menée sur les cellules C6 nous a permis de 

préciser que l’activation du promoteur DBI par le glucose met en jeu la voie des 

hexosamines. Cette voie métabolique, annexe de la glycolyse, permet l’addition de N-

acétylglucosamine sur le groupement hydroxyl d’une sérine ou d’une thréonine. Cette 

modification post-traductionnelle réversible, régule, de façon analogue à la 

phosphorylation,  l’activité, la localisation ou la stabilité des protéines en fonction de 

la disponibilité du glucose (Ozcan et al., 2010). Plusieurs facteurs de transcription sont 

la cible de la voie des hexosamines. Leur O-glycosylation permet ainsi de contrôler 

l’activité transcriptionnelle d’un panel de gènes cibles. La régulation de l’activité du 

facteur de transcription SP1 par O-glycosylation est à l’heure actuelle l’une des plus 

étudiées, et permet notamment la régulation de l’expression de la leptine dans les 

adipocytes (Moreno-Aliaga et al., 2007). De façon intéressante, la séquence 

promotrice proximale du gène DBI contient une séquence cis-régulatrice de type SP1 

fonctionnelle chez le rat (Sandberg et al., 2005; Neess et al., 2006), qui est 

parfaitement conservée chez la souris et l’homme. Ces données suggèrent que l’effet 

stimulateur du glucose pourrait être relayé par l’activation par O-glycosylation du 

facteur de transcription SP1. La mutagénèse dirigée de cet élément cis-régulateur est 

actuellementen cours de réalisation et permettra de répondre à ces interrogations. 
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 L’ensemble des résultats présentés dans ce mémoire suggère que les 

endozépines sont des gliotransmetteurs essentiels à l’intégration centrale des variations 

de la glycémie. Les principux résultats experimentaux appuyant cette hypothèse sont 

les suivants : 

 L’expression hypothalamique des endozépines est modulée par le statut 

énergetique 

 L’administration centrale de glucose stimule l’expression des endozépines dans 

les tanycytes bordant le 3ème ventricule. 

 Le glucose stimule la sécrétion d’endozépines sur des cultures d’explants 

hypothalamiques 

 L’utilisation d’un antagoniste ou d’un agoniste du recepteur métabotropique de 

l’ODN bloque, respectivement, l’effet d’une administration centrale de glucose 

ou de 2-DG sur la prise alimentaire. 

 Les effets anoréxigènes des endozépines et du glucose sont relayés par une 

activation des neurones à POMC 

 Les endozépines d’origine centrale ont une action hypoglycémiante 

L’ensemble de ces résultats nous permet de proposer un modèle de travail (fig. 

16) résumant le rôle potentiel des endozépines dans la perception centrale du glucose 

et la régulation de l’homéostasie glucidique.  

Les résultats expérimentaux présentés dans ce mémoire, s’ils permettent de 

mieux appréhender le rôle du système endozépinergique dans l’intégration centrale des 

variations de la glycémie, soulèvent des interrogations auxquelles il serait intéressant 

de répondre : 

 

Les endozépines d’origine centrale participent-elles à la contre-réponse 

métabolique? 

Une glucopénie centrale, mimée par l’injection d’analogues non métabolisables 

du glucose comme le 2-DG ou le 5-TG, s’accompagne de la libération périphérique de 

glucagon et de catécholamines (Pénicaud et al,. 1990; Marty et al., 2005). 

L’augmentation des concentrations circulantes de ces deux hormones  

conduit à une contre-réponse métabolique destinée à rétablir une glycémie 

physiologique, via la production de glucose par le foie (Borg et al., 1995). 
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Figure 16 : Modèle précisant le rôle potentiel des endozépines dans l’intégration centrale des 
variations de la glycémie. L’augmentation centrale des variations de la glycémie induit une 
augmentation de la libération d’endozépines par les cellules astrogliales hypothalamiques, qui 
s’accompagne d’une augmentation de l’activité transcriptionnelle du gène DBI dans ces mêmes 
cellules. L’ODN induit à son tour une stimulation des neurones à POMC et par voie de conséquence, 
une inhibition de la prise de nourriture ainsi qu’une augmentation du stockage du glucose en 
périphérie. 
 

Des travaux réalisés par Sanders et collaborateurs indiquent que les tanycytes 

constituent un élément essentiel à la mise en place de la contre-réponse induite par une 

glucopénie centrale (Sanders et al., 2004). En effet, ces auteurs ont montré que la 

destruction sélective des tanycytes, par l’alloxane, abolit la contre-réponse 

métabolique induite par l’injection centrale de 2-DG. Par ailleurs, dans cette même 

étude, les auteurs ont constaté que la sensibilité centrale à l’injection de 2-DG est 

rétablie suite à la réapparition des tanycytes (Sanders et al., 2004), confirmant que ces 

cellules sont essentielles à la mise en place de la contre-réponse métabolique. 

Au cours de notre étude, nous avons montré que l’injection centrale d’OP bloque 

l’effet oréxigène d’une injection centrale de 2-DG, suggérant qu’une la glucopénie 

centrale s’accompagne d’une levée du tonus satiétogène exercé par le système 

endozépinergique. Dans ce contexte, il convient de s’interroger sur l’implication 
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potentielle du système endozépinergique dans la mise en place de la contre-réponse 

métabolique. Il sera interessant d’évaluer l’effet potentiellement inhibiteur de l’ODN 

sur la sécrétion périphérique de glucagon et de catécholamines consécutive à 

l’injection centrale de 2-DG. 

Les épisodes hypoglycémiques, qu’ils soient légers ou sévères, constituent la 

complication la plus fréquente du diabète de type I. Les hypoglycémies mineures 

répétées diminuent le seuil de déclenchement de la contre-réponse métabolique et 

favorisent ainsi l’apparition d’hypoglycémies sévères chez le patient.  L’hypothalamus 

semble être impliqué dans cette désensibilisation, puisque des travaux réalisés chez le 

rongeur indiquent que l’amplitude de la contre-réponse métabolique est fortement 

diminuée par une injection préalable de 5-TG dans le 3ème ventricule (Sanders et al., 

2007).  

Afin d’évaluer l’implication potentielle du système endozépinergique dans la 

désensibilisation centrale aux épisodes hypoglycémiques, il conviendra dans un 

premier temps de tester les effets d’injections centrales répétées de 2-DG sur 

l’expression et la libération hypothalamique d’endozépines. Il sera également très 

interessant d’évaluer si l’injection centrale de l’antagoniste de l’ODN permet d’induire 

une contre réponse métabolique chez des animaux préalablement désensibilisés aux 

épisodes hypoglycémiques. 

 

Les endozépines d’origine centrale sont-elles impliquées dans la mise en place 

de désordres métaboliques ?  

Plusieurs études indiquent que le développement de désordres métaboliques, tels 

que l’obésité et le diabète de type 2, pourrait s’accompagner d’un dysfontionnement de 

la détection centrale du glucose. Ainsi, chez le rat Zücker, obèse et insulino-résistant, 

ce dysfontionnement se traduit par une hypersensibilité centrale au glucose et une 

altération de la sécrétion d’insuline (Colombani et al., 2009). Les travaux de Parton et 

collaborateurs ont permis de montrer que l’activité des neurones à POMC du NA n’est 

plus modulée par le glucose chez des souris rendues obèses par un régime 

hypercalorique (Parton et al., 2007). Enfin, une étude menée chez l’homme indique 

que la modulation de l’activité hypothalamique, consécutive à l’ingestion de glucose, 

est perdue chez des patients atteints de diabète de type 2 (Vidarsdottir et al., 2007).  
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De façon intéressante, de récents travaux ont démontré l’existence, chez 

l’homme, d’une corrélation entre l’apparition du diabète de type 2 et un 

polymorphisme localisé sur le promoteur du gène DBI (Fisher et al., 2007). 

L’ensemble des données de la littérature ainsi que nos résultats nous conduisent à 

suggérer qu’une altération de la production centrale d’endozépines pourrait être à 

l’origine de désordres métaboliques, tels que l’obésité et le diabète, et soulignent la 

nécessité de caractériser les mécanismes par lesquels les endozépines exercent leurs 

effets sur l’homéostasie glucidique. 
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