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Contexte scientifique et but de I’étude:

Le laboratoire du Professeur Seung Kim a identifi¢ une hormone peptidique appelée Limostatin
(Lst) qui est produite et sécrétée par les cellules entéro-endocrines. Cette hormone supprime la sécrétion
d’insuline dans le modéle invertébré de la Drosophile melanogaster [1].

La sécrétion de Lst est induite en condition de jelne et inhibe la sécrétion d’insuline en activant
son récepteur (LstR) couplé a une protéine G qui a une forte homologie de séquence avec le récepteur
mammifére de la Neuromédine U (Nmur1). Le peptide Nmu est exclusivement produit par le systéme
nerveux central et par les cellules entéro-endocrines du systéme gastro-intestinal mais n’est aucunement
exprimé dans le pancréas [2-4]. Cependant les modalités de régulation de la sécrétion de Nmu en
conditions prandiale, post-prandiale et de jeline ainsi que sa fonction inhibitrice sur la sécrétion d’insuline
in vivo restent indéterminées. De plus, de par le manque d’essais biochimiques fiables pour détecter les
niveaux de Nmu, son rbéle dans la régulation métabolique en tant que peptide plasmatique reste
controversé [5]. Au sein du pancréas, le récepteur Nmur1 est spécifiquement exprimé dans les cellules
endocrines Béta. Une exposition des flots humains et de rongeurs avec la Nmu inhibe de moitié la
sécrétion régulée d’insuline in vitro [1, 6]. Cependant, il reste a confirmer si cet effet de la Nmu est médié
par I'activation de Nmur1 et si la Nmu peut réguler d’autres hormones clés du métabolisme. Des études
précédentes ont démontré que les souris transgéniques invalidées pour Nmur1 ont un poids corporel et
des niveaux basaux d’insuline inchangés. Cependant, les souris déficientes en Nmu ont une
hyperinsulinémie, une masse adipeuse et un poids corporel augmentés [7] qui sont des caractéristiques
phénotypiques observées chez les individus haplo-insufficients en Nmu [1, 8].

Résultats:

Afin de mettre en évidence que le peptide Nmu est une hormone circulante, le laboratoire du
Professeur Kim a généré des anticorps monoclonaux spécifiques pour la Nmu et a développé une
méthode immuno-enzymatique en sandwich ELISA (enzyme linked immunosorption assays) pour
mesurer les niveaux circulants de Nmu a partir de sang murin ou humain. Les niveaux sériques dans la
souris sont d’environ 1nM aprés un jelne de 16h et augmentent significativement aprés un jeune
prolongé. Dans les 30 minutes suivant une prise alimentaire, les niveaux plasmatiques de Nmu
augmentent jusqu’a atteindre un pic maximal puis chutent progressivement pour retrouver des niveaux
basaux dans les 2 heures post-prandiales. Ainsi, ’essai développé dans le laboratoire du Professeur
Kim démontre la régulation dynamique des niveaux circulants de Nmu en cas de jeline prolongé
suivi d’une prise alimentaire. Les niveaux de Nmu fluctuent si les souris sont a je(in depuis 16h et que
le glucose est administré par gavage oral a 2g/kg de poids corporel mais pas lorsque le glucose est
injecté en intra-péritonéal et ainsi court-circuite le tube digestif. Ainsi, ces résultats suggérent qu’une
alimentation entérique et I'absorption intestinale de nutriments sont des régulateurs essentiels dans la
production et sécrétion de Nmu dans la circulation.

Dans le but d’identifier les effets d’'une élévation de Nmu sur le métabolisme, nous avons étudié
la régulation glucidique et insulinique des souris a jelin présentant des niveaux de Nmu élevés. Lors d'un
test de tolérance au glucose réalisé aprés un jeline de 72h, ces souris ont des niveaux d’insuline bas et
une hyperglycémie prolongée versus des souris mises a jeln pendant 16h. Ainsi les souris démontrent
un méme état caractéristique du syndrome appelé “starvation diabetes” tel qu’observé chez
I’lhumain et qui consiste en une intolérance au glucose transitoire suite a une prise alimentaire
riche en carbohydrates a la suite d’un jeiine prolongé [9-12]. Afin d’évaluer le role de la voie de
signalisation de Nmu dans la manifestation de I'hyperglycémie post-prandiale transitoire suite a un jeline
prolongé (“starvation diabetes”), nous avons mesuré les niveaux glycémiques et d’insuline dans des
souris invalidées pour Nmur1. Ce récépteur couplé a une protéine G lie le ligand Nmu et est exprimé
dans les tissus périphériques dont les ilots pancréatiques humains [1]. Tel que des études antérieures
'ont montré [13], nous avons observé que la glycémie et linsulinémie des souris controles et
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homozygotes pour la mutation Nmur1 nourries ad libitum sont identiques. Cependant, nous avons
demontré que les souris invalidées pour Nmur1 ont des niveaux d’insuline supérieurs aux souris
contrbles suite a un test de tolérance au glucose aprés un jeline prolongé, suivi d’'un meilleur contrdle
glycémique. Ainsi, puisque I'’expression de Nmur1 a été identifié pour étre limité aux cellules Béta
au sein de l'ilot pancréatique [1], ces données suggérent que I'élévation de Nmu régule
négativement la sécrétion d’insuline via l'activation du récepteur Nmuri1. Pour tester cette
hypothése, nous avons exposé les ilots pancréatiques extraits de souris déficientes en Nmur1 avec
’hormone Nmu et avons mesuré la sécrétion d’insuline en réponse au glucose. Le traitement de Nmu
supprime la sécrétion d’insuline induite par le glucose dans les ilots de souris contrdles alors que cet effet
est perdu dans les ilots de souris manquant le récepteur Nmur1. Nous avons ainsi validé que Nmu est
une hormone dite “décrétine” (de I'anglissisme “decrease insulin”) de son par son action inhibitrice sur la
sécrétion d’insuline via I'activation de Nmur1.

Afin de valider I'effet hypoinsulinémique de Nmu in vivo, nous avons injecté des souris aprés 12h
de jelne avec une seule dose de cette hormone en intra-péritonéal. Les niveaux sériques de Nmu
s’élévent 5 minutes post-injection et restent 2 fois supérieurs au niveau basal (aprés 12h de jelne)
pendant 60 minutes. Cette concentration est représentative de I'élévation physiologique des niveaux de
Nmu observés suite a un jeline prolongé de 72h dans les souris. Les niveaux d’insulinémie restent faibles
et stables, ce qui se refléte dans la survenue d’une faible hyperglycémie. Les souris déficientes en Nmur1
injectées avec la Nmu ne présentent aucune suppression de la sécrétion d’insuline et ont ainsi une
régulation glycémique comparable aux souris contréles. Des observations similaires ont été faites dans
des souris contrbles injectées avec la Nmu et soumises a une administration orale de glucose par
gavage, qui résulte en l'absence de pic insulinémique et une faible hyperglycémie. Ces résultats
démontrent qu’une injection unique de Nmu en amont d’un test de tolérance au glucose suite a un
jeGne court, récapitule les caractéristiques de “starvation diabetes” survenant suite a un jelne
prolongé.

La perturbation du contréle glucidique induite par la Nmu suggére que I'élévation sérique des
niveaux de Nmu peut influencer le profil sécrétoire de plusieurs facteurs, eux aussi régulateurs de
linsuline et du métabolisme glucidique, tels 'hormone incrétine Glucagon-like peptide-1 (GLP1) ou le
glucagon. Des souris contrdles injectées avec de la Nmu ont des niveaux circulants de GLP-1 réduits et
une hyperglucagonémie, a l'inverse des souris invalides pour Nmur1 injectées avec de la Nmu qui ne
présentent pas ces changements hormonaux. Des mesures par PCR quantitative ont permis de mettre
en évidence I'expression de Nmur1 sur les cellules princiaples productrices de 'hormone GLP-1, les
cellules L intestinales et la lignée cellulaire de cellules entéro-endocrines intestinales STC-1. De plus,
'administration exogéne de Nmu sur les cellules STC-1, inhibe la sécrétion de GLP-1 en réponse au
glucose. De méme, la culture et le traitement avec la Nmu de morceaux d’iléum humains et de souris
contréles riches en cellules L [14] a également mis en évidence une suppression de la sécrétion de GLP-
1 en réponse au glucose. Le traitement par Nmu n’a aucun effet sur la sécrétion de GLP-1 par l'iléum des
souris invalidées pour Nmur1 en culture. A ce jour nous n’avons pas été en mesure d’induire une
sécrétion de glucagon a partir d’flots pancréatiques en culture exposés avec la Nmu en vue de reproduire
I'élévation de la glucagonémie tel qu’observé in vivo.

Conclusion:

Nous avons démontré que les niveaux circulants de ’hormone Nmu changent au cours d’un
jeane prolongé et d’une prise alimentaire. La Nmu joue un réle inhibiteur sur la sécrétion d’insuline en
agissant directement sur les cellules Béta pancréatiques. De plus, la Nmu semble également réguler
négativement la sécrétion intestinale de I'incrétine GLP-1. La régulation du contréle glucidique via la
régulation des sécrétions d’insuline et de GLP-1 semble étre dépendante de l'activation du récepteur
Nmur1. Cette étude place I'hormone NMU comme régulateur clé du métabolisme et peut potentiellement
permettre le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques afin de restaurer la sécrétion
d’insuline des sujets diabétiques.
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