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Résumé

Le maintien de I'homéostasie énergétique est pdacé le contrdle de cytokines qui agissent
dans le systeme nerveux central, notamment au wided’hypothalamus. En particulier, la
leptine, cytokine produite par le tissu adipeuxpidue la prise alimentaire et stimule la perte
de poids. L'obésité est une épidémie mondiale guiqesse de facon alarmante, notamment
chez les enfants et souvent associée a des patgwkgyeres et des désordres endocriniens
comme la résistance a la leptine ou a l'insuline. @NTF Ciliary Neurotrophic Factoy est

une neurocytokine de la méme famille que la leptioet 'un des principaux avantages est
gu'il stimule la perte de poids dans les cas dérlegésistance en activant les mémes voies
de signalisation que la leptine (Benomar et alQ®0Face a I'épidémie mondiale d’obésite,
chez la population adulte comme enfantine, il apipaécessaire de décrypter les mécanismes
impliqués dans la genese de la maladie ainsi qupdtentiels agents thérapeutiques.

L’objectif premier de ce travail de these a étécdeactériser I'impact d’'une alimentation
maternelle hyperlipidique (HF) sur les capacitéscdatrole de 'homéostasie énergétique
chez la descendance. En effet, le concept de «grogation métabolique » propose que des
pertubations de I'environnement périnatal puisggfhiencer durablement la descendance, la
rendant plus susceptible de développer une obésité un contexte nutrionnellement riche.
Des études menées au sein du laboratoire ont mqotud régime maternel HF pouvait
programmer I'acquisition de la leptino-résistanbezla descendance a I'age adulte (Ferezou-
Viala et al., 2007b). Nous avons donc testé laippédtion de ces animaux a prendre du
poids lorsqu’ils étaient nourris avec un régime drgplorique (P). Nos données ont montré
gu’étonnamment, le régime maternel HF protégeatddscendance contre le gain de poids
induite par le régime P, induisait des modificasiod’expression des marqueurs de
’homéostasie énergétique dans le foie et l'hyplatinas, ainsi que de profondes
réorganisations cytoarchitectoniques dans le nogequé. Plus précisément, le régime
maternel HF était associé a une réorganisatioradmliverture astrocytaire périvasculaire
dans le noyau arqué de la descendance qui persistage adulte.

Dans une seconde partie de la thése, nous avaiié &8 mécanismes d'action du CNTF. En
effet, notre équipe a récemment mis en évidencdeqG&ITF endogéne pourrait jouer un réle
dans la régulation de I'homéostasie énergétique. higeaux hypothalamiques de cette
cytokine, présente dans les astrocytes et les nesirdu noyau arqué, augmentent chez les
animaux résistant a une alimentation hypercalori@@a pourrait suggérer un rble protecteur
du CNTF contre la prise de poids chez certainsvidds (Vacher et al., 2008). A ce jour, les
mécanismes d’action du CNTF restent cependant arapds car ce dernier ne possede pas
de peptide signal et n'est donc pas sécrété selsmmEanismes d’exocytose classiques.
Partant du constat que le CNTF et ses sous-urét&Eptrices étaient distribuées de facon
similaire dans les cellules du noyau arqué, noosseémis I'hypothese que le CNTF pourrait
exercer une action intracellulaire sur les cellullescette structure. Dans cette étude nous
démontrons que le CNTF peut interagir directemert ases récepteurs dans le noyau des
neurones anorexigenes du noyau arqué, pour rétpderactivité transcriptionnelle. Ces
données proposent ainsi un nouveau mécanismetiahianorexigene du CNTF.

Mots-clefs: homéostasie énergétique - leptino-résistanceg/amnarqué- régime maternel HF
- CNTF - noyau - astrocytes - microcopie confocatéroscopie électronique a transmission-
immunohistochimie run on
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Ce chapitre offre une synthése bibliographique dumtréle central de I'homéostas
energétique et des désordres métaboliques quonailies.

e

A. Le contrble central de 'homéostasie énergétic

Mots clefs: Prise alimentaire - Hypothalamus - Noyau argi¥edroanatomie - Signaux de
régulation - Leptine

B. La programmation métabolique

Mots clefs: Obésité - Leptino-résistance - CNTF - Nutritroaternelle- Développement

C. Objectifs du travail de these
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Partie A. Le contrdle central de ’lhoméostasie énergétique

1. Définition de 'lhoméostasie énergétique

L’homéostasie énergétique se définit comme undéajuilibre entre les apports fournis par
la prise alimentaire et les dépenses énergétiquésrdganisme. La stabilité du poids corporel
et de la masse grasse sont le reflet de cet équitibre. En effet, hormis certaines périodes
de la vie au cours desquelles le poids corporestnpas stabilisé (croissance, gestation,
allaitement ou encore vieillesse), les mécanisragalateurs du poids corporel a long terme
s’averent particulierement efficaces (erreur dedfe de 2% tous les 20 ans, soit en moyenne

1,5 kg pour une personne de 70 kg en 20 ans).

2. L’hypothalamus

2.1. Présentation de I'hypothalamus

2.1.1. Localisation anatomique

Chez les Vertébrés, I'hnypothalamus est une streadursystéme nerveux central appartenant
au diencéphale. Il est situé a la base du cervaauessus du tronc cérébral et sous le
thalamus et se trouve divisé par [€"3ventricule [Fig. 1 ; (Baroncini et al., 2012)]. La
libération de neurohormones hypothalamiques danssystéme porte hypothalamo-
hypophysaire ou directement dans la circulationéggle permet a I'hypothalamus de

participer au dialogue existant entre le systenmeenu et le systeme endocrinien

Figure 1 : Localisation de
I'nypothalamus dans I'encéphale
[Source :http://www.servier.fr]

L’hypothalamus est situé a la base
de l'encéphale, au-dessus de
Hypothalamus I’hypophyse avec laquelle il forme
I'axe hypothalamo-hypophysaire.

Il intervient dans la régulation de
processus physiologiques et
comportementaux variés et
participe au contréle de
I’lhoméostasie énergétique.
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2.1.2. Connexions et principales fonctions

L’hypothalamus établit des connexions afférentes mem efférentes avec de nombreuses
régions cerébrales du télencéphale jusqu’au myédraie telles que la rétine, le cortex
cérébral, I'nippocampe, I'amygdale, les organesuriventriculaires ou le tronc cérébral,

(Lemaire et al., 2011; Saper, 2000). L’organisatid@ I'hnypothalamus ainsi que les

connexions qu’il établit avec le reste de I'encépHhai conferent un réle majeur dans la
régulation de processus physiologiques et compeméemx varies tels que la

thermorégulation, la soif, les rythmes circadidaglifférentiation sexuelle, la reproduction, la
lactation, la respiration, le rythme cardiaque,emgore ’homéostasie énergétique qui a fait

I'objet des études de cette these.

2.1.3. Réle de I'hypothalamus dans le contrdle gwike alimentaire

L'implication de I'hypothalamus, au moins en part@ans le contrdle de I'homéostasie
énergétique est connue depuis tres longtemps, yriisgs 1830 un syndrome d’obésité
humaine, connu sous le nom de «Frohlich’'s syndsprfut corrélé aux modifications
anatomiques observées dans I'hypothalamus ventiam@dohr B., 1830). Ces observations
ont d’abord été attribuées a un dysfonctionnementhypophyse dont les conséguences se
seraient répercutées au niveau de I'’hypothalamabgiket al.,1936). Cependant, au début du
XX®™e sigcle, Erdheim constata que les cas d’obésitéamerétaient souvent associés a la
présence de tumeurs restreintes a la base du oeetealonc absentes au niveau de
I'hnypophyse. Il émit donc I'hypothése que I'hypddraus serait seul responsable du
développement de la pathologie. Ce concept évokgujau milieu des années 1930 au cours
desquelles des études de Iésions de I'hypothalaremisomédian chez le chien démontrérent
I'implication de cette structure dans le développetrde I'hyperphagie et de I'obésité (Bailey
et al., 1921).

Dans les années 1930, des expériences de Iésionde ostimulations électriques de
I'hypothalamus ventro-médian ou latéral ont conériimplication de cette structure
cérébrale dans le contréle du comportement alintentaez le rat, le chat ainsi que le singe
(Hetherington et al., 1930 ; Anand & Brobeck, 195D ces expériences naquirent les
concepts de « centre de la satiété » pour I'hypatinas ventro-médian (dont la Iésion induit
une hyperphagie chronique conduisanfine a I'obésité) et de « centre de la faim » pour
I'aire latérale de I'hypothalamus (dont la Iésimdluit une diminution de la prise alimentaire

associée a une perte de poids).
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Les notions de centres fonctionnels de la faimeeladsatiété ont depuis évolué pour laisser
place a une organisation hypothalamique plus comepd®us forme de groupes de neurones
spécialisés, les noyaux hypothalamiques, exprirdaatpeptides spécifiques et modulés par
des signaux reflétant le statut énergétique dgdimisme (Schwartz et al., 2000; Williams et
al., 2001).

Notons cependant que si I'hypothalamus est la jpahe structure exercant un role dans le
maintien de I'homéostasie énergétique, elle n'et [a seule zone cérébrale impliquée
(Berthoud, 2006). En effet, diverses études ont tr@ohimplication de structures extra-
hypothalamiques telles que le noyau du tractugasai (Emond et al., 2001; Moran et al.,
2001; Sutton et al., 2004), le noyau parabracldajr(al et al., 2009)ie cortex piriforme et
I'area postrema (Beverly et al., 1990; Gietzen Bladjrum, 2001; Leung and Rogers, 1971;
Truong et al., 2002) ou encore le noyau accumbefiareygdale (Ahn and Phillips, 2002;
Primeaux et al., 2006; Will et al., 2003) ainsiegle cortex cérébral et I'hippocampe
(Davidson et al., 2009)
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2.2. Neuroanatomie de I'hypothalamus ventro-médian

L’hypothalamus est organisé en noyaux pairs. Ipessible d’établir une distinction entre les
noyaux dits de % ordre (noyaux arqués), lesquels établissent dgsgbions sur les noyaux

dits de 2% ordre (noyaux paraventriculaires, dorso et venédians, aires hypothalamiques
latérales) (Fig 2A). Les noyaux hypothalamiques swganisés symétriquement par rapport
au 3™ ventricule médian et agissent de concert pour adémiprise alimentaire aux besoins

energétiques de I'organisme (Fig. 2B).

- ?____.._ _ Figure 2: Voies hypothalamiques
impliquées dans la régulation de

I’lhoméostasie énergétique

[Source : (Smith and Ferguson,
2008; Williams et al., 2001)]

Fig. 2A : coupe sagittale
d’encéphale de rat
Fig. 2B: coupe frontale

d’encéphale de rat

(ARC : noyau arqué, DMH : noyau
dorso-médian, LHA : aire
hypothalamique latérale, ME
éminence médiane, NTS: noyau du

tractus solitaire, PVN: noyau
paraventriculaire, SFO: organe
subfornica, VMH : noyau ventro-médian).

L’hypothalamus ventromédian est composé de noyapartis symétriquement de part et d’autre du
3*™ventricule. ‘

Le noyau arqué, accolé au™3 ventricule et proche de I'éminence médiane, estnogyau
hypothalamique de ®1 ordre. Il contacte les noyaux hypothalamiques deor2lre : le noyau
paraventriculaire, les noyaux ventro et dorso-meédiasi que l'aire hypothalamique latérale.

Ces noyaux de “2ordre vont eux-mémes émettre des projections wes structures extra-
hypothalamiques comme le noyau du tractus solitaire

2.2.1. Les noyaux hypothalamiques §eotdre

Le noyau arqué : ARC
Le noyau arqué s’étend de maniére rostrocaudalka snoitié postérieure de I'hypothalamus.

Il est situé a la base du troisieme ventriculeeetrguve accolé a 'éminence médiane, organe
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circumventriculaire perméable aux peptides et pmet circulants tels que linsuline et la
leptine. Cette disposition lui accorde des propsaarticulieres d’accessibilité aux signaux
périphériques qui seront présentées par la suéte calisation anatomique fait du noyau
arqué le ¥ relai hypothalamique existant entre les organeplpériques et le systéme
nerveux central, intégrant ainsi les signaux pérnjgjues nécessaires au maintien de

I’'homéostasie énergétique (Funahashi et al., 2R@@yender et al., 2004).

L’implication de cette structure dans la régulatida la prise alimentaire a été mise en
évidence par des expériences de lésions [Hetheningt al., 1940 ; (Olney, 1969)] et des

observations cliniques sur des patients obesey @ Gallagher, 1975).

Le noyau arqué est constitué des corps cellulaieeseurones pouvant étre classés en deux

populations :

- une population de neurones anorexigenes situgs ldanoyau arqué ventrolatéral (Meister,
2007) et exprimant la POM@f{o-opiomélanocorting précurseur protéique de deux classes
de peptides : les mélanocortines (commneNSH : Melanocyte Stimulating Hormoet les
B-endorphines. La plupart des neurones a POMC dawnaygué expriment aussi le peptide
CART (Cocaine and Amphetamine-Related Transpripes peptidesa-MSH et CART
exercent une action inhibitrice sur la prise alitage (Elias et al., 1998; Fan et al., 1997;
Kristensen et al., 1998). La délétion du géne cod®dMC induit le développement de
I'obésité (Butler and Cone, 2002; Smart et al.,@00aswen et al., 1999). Cette derniére
donnée est en adéquation avec les observationsegfés chez les patients présentant des
mutations dans le gene codant POMC (Challis e2@02; Krude et al., 1998).

Les neurones a POMC sont glutamatergiques (Callial.e2003), GABAergiques pour un
tiers d’entre eux (Hentges et al., 2004), ou clesgiques (Meister et al., 2006).

- une population de neurones orexigenes co-expriteaRPY (neuropeptide Y), et 'AgRP
(Agouti related Proteip regroupés dans le noyau arqué ventromédian r{Adteal., 1983;
Broberger et al., 1997; Chronwall et al., 1985Qiedt and Emson, 1986; Hahn et al., 1998;
Kalra et al., 1999). Les neuropeptides expriméscparcellules stimulent la prise alimentaire
(Clark et al., 1984; Levine and Morley, 1984; Olimaet al., 1997; Stanley and Leibowitz,
1985). Ces neurones présentent un phénotype deer@adBAergique [Fig. 3B ; (Meister,
2007; Ovesjo et al., 2001)]. Bien que les donnéesrpacologiques démontrent I'implication
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du neuropeptide Y et de 'AgRp dans la régulatienalprise alimentaire, contrairement aux
neurones POMC, la délétion des génes codant NPYAgRP ne conduit pas a des
modifications majeures du poids corporel, suggérdmixistence de mécanismes
compensatoires (Qian et al., 2002; Ste Marie eR805). La compréhension des mécanismes
sous-tendant ces observations nécessite la migkaes de nouvelles stratégies d’étude telles
gue l'ablation spécifigue des neurones NPY/AgRPw(iBk et al., 2005; Gropp et al., 2005;
Luquet et al., 2005).

Diverses études morphologiques ont démontré lemct d’interactions entre les deux
populations neuronales coexistant dans le noyaweai@siffary et al., 1990) ; (Fig. 3A). Ces
interactions sont notamment assurées par la formdulrécepteur au NPY (Y1R)
majoritairement présent sur les neurones POMCrdagarme 2 du récepteur au NPY (Y2R)
présent sur les neurones NPY (Broberger et al.7)L9gig. 3C).

Les neurones du noyau arqué constituent de plsgeid’expression privilégié des récepteurs
aux signaux de régulation de la prise alimentais tjue la leptine (Cheung et al., 1997;
EImquist et al., 1998b; Huang et al., 1996; Mereeal., 1996; Schwartz et al., 1997) ou
l'insuline (Benoit et al., 2002; Marks et al., 199&n Houten et al., 1980; Werther et al.,
1987). En réponse a ces signaux satiétogenes, leenes a NPY sont hyperpolarisés et
voient leur taux de décharge des potentiels d’adaliarinuer (Cowley et al., 2003; van den
Top et al., 2004). Le tonus inhibiteur qu’ils exaent sur les neurones a POMC est alors levé
(Cowley et al., 2001) et les neurones a POMC sépbldirisés (Jobst et al., 2004) permettant

in fine d’inhiber la prise alimentaire.
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Target site_
)4 il

Figure 3 : Activation des
neurones du noyau arqué

en réponse a la leptine

[Source : (Cowley et al., 2001)]

(AgRP : Agouti related Protein, GABAacidey-aminobutyrique,
LepR : récepteur de la leptine, MC3R : forme 3réoepteur aux
mélanocortines, NPY : neuropeptide Y, POMC: pro-
opiomélanocortine, Y1R : forme 1 du récepteur aly NP2R : forme

2 du récepteur au NPY)

Fig. 3A —B : détection des neurones POMC et NPYhamoscopie électronique a transmission.

Le noyau arqué de I'hypothalamus est composé de plgpulations neuronales :

- des neurones orexigénes GABAergiques coexprifeaddPY et 'AgRP

- des neurones anorexigénes majoritairement glutagigue coexprimant POMC et CART, de
phénotype

Fig. 3C: Les neurones orexigénes comme anorexgerpriment en surface les récepteurs des
signaux de régulation de la prise alimentairexiste une communication intrinséque au noyau arqué
entre les neurones orexigénes et anorexigéned, gihge communication extrinséque avec les
neurones des autres noyaux hypothalamiques.

Les neurones de®lordre du noyau arqué constituent donc un relaergiEsd entre la
périphérie et le systtme nerveux central. Leuva€tiest modulée en réponse aux signaux
périphériques. Ces neurones émettent aussi decponis vers les neurones dé @dre des
noyaux paraventriculaires et de l'aire hypothalamaidatérale (Fig. 2A); (Williams et al.,
2001).

2.2.2. Les noyaux hypothalamiques d&ctdre

Situés de part et d'autre du troisieme ventriclde,noyaux paraventriculaires, dorsomédians
et ventromédians sont trois structures anorexigéhessont le lieu de convergence de
projections NPY eti-MSH provenant du noyau arqué (EImquist et al. 809®Imquist et al.,

1999). Ces noyaux contiennent des neurones'Her@re se projetant vers des structures du
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systéme nerveux autonome telles que le noyauadtutr solitaire ou le noyau moteur dorsal
(Smith and Ferguson, 2008).

Le noyau hypothalamique paraventriculaire : PVN ouPVH

Le noyau paraventriculaire est adjacent & la pattfgrieure du®3®ventricule au niveau de
I'hypothalamus antérieur. Au sein de cette strictwse distinguent les neurones
parvocellulaires et magnocellulaires (Swanson aadcBenko, 1983). Des expériences de
|ésion du noyau paraventriculaire ont permis deaténer son implication dans la régulation
de la balance énergétique (Gold, 1973; Sims anddmrl986).

Le noyau paraventriculaire constitue un centregmadteur. Il est notamment le lieu de
convergence des projections des neurones a NPY/AgRFROMCA-MSH du noyau arqué
(Elmquist et al., 1998b; Elmquist et al., 199@)si que des neurones exprimant les orexines
en provenance de l'aire hypothamique latérale (Histget al., 1999; Nambu et al., 1999).
Les neurones de ce noyau hypothalamique exprirdamte part, la forme 4 du récepteur aux
mélanocortine (MC4R) ayant pour agoniste-MSH et antagoniste 'AgRP et, d’autre part,
la forme 1 du récepteur au NPY (Y1R). Ainsi, degnmiinjections intracébroventriculaires
de neuropeptide Y ont une action stimulatrice suptise alimentaire (Leibowitz, 1991;
Stanley et al.,, 1985) tandis que des micro-injestioimtracérébroventriculaires de
neuropeptides anorexigenes tels queMSH (Wirth et al., 2001) ou CART (Wang et al.,

2000) exercent une action inhibitrice.

Le noyau paraventriculaire est le lieu de syntisseeuropeptides anorexigénes Bfeozdre
tels que la CRH Qorticotropin Releasing Hormoheou la TRH Thyrotropin Releasing
Hormong (Egawa et al., 1990; Kow and Pfaff, 1991; Schwvattal., 2000).

De par les afférences qu'il recoit du noyau supemsthiatique, la principale horloge
circadienne chez les Mammiferes, le noyau paraieetdire participe au contrdle circadien
de linnervation autonome d’organes périphériquals flue le pancréas, le foie, le tissu

adipeux ou encore les glandes surrénales (KalsieBuijs, 2002; la Fleur et al., 2000)

Le noyau hypothalamique ventromédian : VMH \&J
Longtemps considéré comme le « centre de la satji@eprésenté en tant « qu’annexe » du

noyau arqué, le noyau ventromeédian est le plusmwioleux des noyaux hypothalamiques. La

23



Introduction bibliographique - Partie A

stimulation électrique de cette structure induiée unhibition de la prise alimentaire (King,
2006) et des lésions de cette zone ont provoquéytelromes d’hyperphagie et d’obésité
(Satoh et al., 1997b).

Ce noyau est riche en neurones gluco-sensibleblespdadapter leur activité a la glycémie,
pour réguler 'homéostasie glucidique (King, 200Bes études électrophysiologiques ont
montré que l'activité des neurones du noyau vergdham variait en fonction des distensions
de la paroi gastrique. Cette derniere informatisinrelayée de I'estomac vers le VMH via le
nerf vague (Sun et al., 2006).

Globalement, le VMH émet des projections vers lesyjang paraventriculaires et
dorsomédians et donc indirectement vers l'aire Hygamique latérale (Williams et al.,
2001). Notons cependant que la région dorsomedianéMH, particulierement sensible a la
leptine, n"'émet pas de telles projections neuranateis innerve par contre d’autres régions

cérébrales, créant ainsi un réseau paralléle (8in2008).

Le noyau hypothalamique dorsomédian : DMH \’JS’

Ce noyau est accolé au noyau ventro-médian etitétisl connexions avec tous les noyaux
hypothalamiques médians et latéraux impliqués dansontrole de la prise alimentaire

(Bellinger and Bernardis, 2002; Elmquist et al., 899Kalra et al., 1999). Ses multiples

connexions font du noyau dorsomédian un centrgiatéur impliqué dans la régulation de la
prise alimentaire et du poids corporel (Bellinged 8ernardis, 2002; Bernardis, 1970). Tout
comme pour le noyau paraventriculaire, des micreetipns de neuropeptide Y au niveau du
noyau dorsomédian stimulent la prise alimentaitar{8y et al., 1985).

Le noyau dorsomédian recoit les projections desamesra NPY et POMC du noyau arqué ;
en revanche, seuls certains neurones de ce nopamext le NPY (Gehlert et al., 1987). Par
ailleurs, a la différence des noyaux arqués etveataculaires (Sahu et al., 1988), le jeline
n’induit une augmentation des niveaux d’expressiomNPY dans le noyau dorsomédian que
dans des situations d’obésité et d’hyperphagie(lail., 1998a, b).

En effet, les neurones du DMH présentent une @iffée de sensibilité aux signaux

périphérigues régulant la prise alimentaire papoapa ceux du noyau arqué (Draper et al.,
2010) ; en revanche, leur phénotype neurochimigsiile méme puisqu’ils synthétisent eux-
aussi le GABA.
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Le noyau dorsomédian recoit des afférences en pame® du noyau suprachiasmatique et se
trouve impliqué, au moins partiellement, dans lgutétion de rythmes circadiens (Chou et
al., 2003) tels que la rythmicité de la prise dernture (Gooley et al., 2006; Mieda et al.,
2006).

L’aire hypothalamique latérale : LHA

Cette région a longtemps été considérée commecémtze de la faim ». En effet, sa Iésion
entraine une diminution de la prise alimentairesiague du poids corporel, tandis que la
stimulation électrique de ce noyau provoque uneveungation de la prise alimentaire, et ce
méme chez des animaux rassasiés (Smith and Fer@@68),Williams et al., 2001).

La forme 5 du récepteur au NPY (Y5R) est retrowlaes 'aire périfornicale de cette région
hypothalamique (Hu et al., 1996). D’autre partiréahypothalamique latérale comporte des
terminaisons neuronales, exprimant le neuropeptid@roberger et al., 1998; Horvath et al.,
1999), en étroit contact avec les neurones exptirdes neuropeptides orexigénes que sont
les orexines A et B (encore appelées hypocrétiae2), et la MCH elanin Concentrating
Hormong. La majorité des neurones de la LHA exprimantdesxines sont de phénotype
glutamatergique, tandis que ceux exprimant la MGht gonsidérés comme GABAergiques
(Elias et al., 2001; Meister, 2007).

Grace a la présence de neurones gluco-sensitdés, fiypothalamique latérale participe au
contrdle de ’lhoméostasie glucidique (Bernardis( Burdakov et al., 2005).

La LHA émet des projections vers le tronc cérébtdh moelle épiniere, contrélant ainsi la
composante parasympathique du systéme nerveux awtoapbse trouve impliguée dans la

régulation de prise alimentaire a court comme a tenge.

Via les afférences qu'ils regoivent du noyau ardeg,noyaux hypothalamiques d¥ ardre
constituent un niveau d’intégration supérieur dgeaix régulant 'homéostasie énergétique.
Il serait toutefois inexact de considérer qu’ilsnmissent un simple rdle d’intégrateurs
« passifs » des signaux envoyés par le noyau aiuéffet un dialogue réciproque ainsi
qu'un trafic bidirectionnel existent entre les noyale £' et de 2 ordre. Ainsi, les noyaux de
2" ordre envoient eux aussi des prolongements erctidinedu noyau arqué, modifiant
activement les informations qui leur seront trars&®ipar la suite (Arase et al., 1988;
Elmquist et al., 1998a; Schwartz et al., 2000; Mftis et al., 2001).
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Synthése : noyaux hypothalamiques et contrble dehlbméostasie

énergétiqgue

Situé a la base du dienencéphaldypothalamus est une structure primordiale pour le
maintien del’homéostasie énergétiquell est organisé sous forme de groupes de cellules
spécialisées, lemoyaux hypothalamiques,qui agissent de concert pour adapter la prise
alimentaire aux besoins énergétiques de I'organiiige 4). Ces noyaux sont caractérisés par
les neuropeptidesqu’ils synthétisent (dont nous avons fait une @néstion non exhaustive)
ainsi que par lesonnexionsqu’ils établissent avec les autres noyaux de Biiyalamus ou

avec des structures extra-hypothalamiques.

Prise alimentair

1]

® ® Synthése 1 Schéma récapitulatif des
p = voies hypothalamiques orexigenes | et
/ \ anorexigénes de I'hypothalamus
Hypothalamus latéral / \\ (_I;\—I;)
(rﬁah (\6;;\) (Or. Bl Tﬂ_ (AgRP :Agouti related Protein, DMH :noyau
- - = Qw dorsomédian, MCH : Melanin
Voigcrexiggne (D (v PEiO) ®  voeanorexgene  CONCENtrating Hormone, NPY,:
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Le noyau arqué de par la coexistence en son seinddax populations neuronalesaux
effets antithétiques bien que complémentaires erdaence deecepteursaux signaux de
régulation de la prise alimentaire, est une régssentielle au maintien de 'homéostasie
éenergétique. Considéré comme agntre intégrateur métabolique ce noyau constitue un

relai hypothalamique entre la périphérie et le systeme nerveux central.
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3. Les signaux de régulation de la prise alimeatair

Le maintien de 'homéostasie énergétique nécessiteontrble des apports énergétiques
fournis par la prise alimentaire et de la dépemmrgétique. La régulation de ce processus
physiologique est complexe et fait intervenir dgaaux environnementaux (stress, olfaction,
godt), nerveux (via le nerf vague), endocrinierptihe, insuline, ghréline, adiponectine...)
ou métaboliques (glucose, acides gras libres, a@denés). Ces signaux périphériques (en
provenance notamment du foie, des muscles, dudiipeux et du pancréas) convergent tous
vers le systeme nerveux central par voie sanguina eerveuse et le renseignent sur le statut
énergétique de I'organisme. En réponse a ces i@fioons, le systeme nerveux central délivre
des signaux adaptés vers la périphérie via le mgsteéerveux autonome et le complexe
hypothalamo-hypophysaire. Il existe donc une bodele@égulation entre le systéme nerveux
central et la périphérie permettant une adaptgtiénise des apports énergétiques aux besoins

de I'organisme.

La régulation de la prise alimentaire s’effectuecurt, moyen et long terme. Diverses
molécules (glucose, acides aminés, acides grasslilnormones...) élaborées au cours de la
digestion exercent une action inhibitrice sur I'apée sont des signaux dits de satiété ou a
court terme. Conjointement, des signaux de natwenbdnale dont les concentrations
plasmatiques dépendent de la masse grasse (legitimsuline notamment) exercent une
action retardée sur le comportement alimentaires@ des signaux d’adiposité, ou signaux

a long terme.

3.1. Les Signaux de régulation a court terme

Les signaux de régulation a court terme, ou sigrugatiété sont directement liés a la prise
alimentaire. Elaborés pendant le repas, la digesiola métabolisation des aliments, leur

durée d’action coincide avec la période inter-pi@aedCes signaux agissent sur la durée et le

volume des repas ainsi que sur la durée de lageéner-prandiale consécutive au repas.

3.1.1. Les nutriments

Les protéines et acides aminés

L’implication des protéines alimentaires et descsmtrations circulantes en acides aminés
dans la régulation de la prise alimentaire a ét@éudgdes les années 70 (Mellinkoff et al.,

1997). Ces premiers travaux ont émis I'hypothesmel’adéquation entre les variations de
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concentrations plasmatiques en acides aminés etmiadifications du comportement
alimentaire (Bray, 1997). Les protéines alimentiexercent un réle satiétogéne a court
terme (Porrini et al., 1997). A I'inverse, un régimlimentaire appauvri en protéines a un effet
stimulateur sur la prise alimentaire (Bensaid gt2803; Gibson et al., 1995; Gietzen, 1993),
notamment via l'activation des neurones orexigateekaire hypothalamique latérale (Monda
et al., 1997).

Si la teneur en acides aminés du régime alimengairémportante, la composition I'est tout
autant. En effet, des études ont démontré que lfd@diration de phénylalanine ou de
tryptophane, précurseurs des neurotransmetteuld dasse des monoamines, induisait une
diminution de la prise alimentaire (Rogers and Bkihdl994). Le tryptophane étant le
précurseur de la sérotonine, neurotransmettewarcéidh anorexigene, les ratios plasmatiques
de tryptophane par rapport aux reste des acideséanaxercent ainsi une influence sur les
niveaux serotoninergiques et donc sur la prisealtaire (Fernstrom, 1985; Fernstrom and
Fernstrom, 2001; Fernstrom and Wurtman, 1972).duzihe exerce quant a elle son effet

satiétogéne en stimulant les neurones POMC (Bletugt, 2009).

Le glucose

Outre le role de substrat énergétique primordialoaationnement cérébral, il est désormais
bien établi que le glucose joue un réle de signélatolique permettant de réguler la prise
alimentaire (Mayer, 1996). En effet, des études merghez 'homme et/ou I'animal ont
montré que I'hypoglycémie étaient liée a une augatemt de la sensation de faim et de la
prise alimentaire (Smith and Epstein, 1969; Thompmsud Campbell, 1977). Dans le systéeme
nerveux central, une perfusion intracérébroventicellde glucose induit une diminution de
la prise alimentaire et une augmentation de la mEp&nergétique (Fujita et al., 2003; Le
Feuvre et al., 1991). A linverse, I'induction darglucopénie dans I'hypothalamus latéral
induit une diminution de la dépense énergétiquaniigget al., 1989).

Certains neurones de I'hypothalamus ont une aétimibdulée en fonction de la concentration
en glucose ; il s’agit des neurones GRucose Responsiveont I'activité augmente lorsque
la glycémié augmente et des neurones(Glaicose Sensitiyalont I'activité est inhibée par
de fortes concentrations de glucose. Ces neurornted’aord été identifiés dans le noyau
ventromédian et I'aire hypothalamique latérale (Adaet al., 1964; Oomura et al., 1969),
cependant il est désormais acquis que les noyajueast paraventriculaire présentent aussi

de tels neurones (Penicaud et al., 2002; RouthQ)20les mécanismes cellulaires et
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moléculaires par lesquels ces neurones détectentadiations de glycémie feraient intervenir
des acteurs communs a ceux décrits dans le pancréasnment le transporteur Glut-2
(Leloup et al., 1998), la glucokinase (Yang et 2899) ou encore les canaux potassiques
ATP-dépendant (Miki et al., 2001).

Les acides gras libres

Des études ont montré que I'adminstration intrdménéentriculaire d’acide oléique induisait
une diminution des niveaux d’expression de NPY dHmgpothalamus associés a une
diminution de la prise alimentaire (Obici et al002). Une injection intracérébroventriculaire

de triglycerides (sous forme d’émulsion) alteredarétion d’insuline (Clement et al., 2002).

3.1.2. Les hormones gastro-intestinales

Plusieurs hormones synthétisées par le tractusogasestinal régulent la prise alimentaire a
court terme. Ces peptides sont produits en rép@ndactivation des baro- et chémo-
récepteurs signalant au tractus gastro-intestimgbrésence et la densité énergétiqgue des
aliments ingérés. L'information est ensuite relaggesysteme nerveux central, permettant
alors de réguler la prise de nourriture (Wynnd.e2804).

Parmi les signaux gastro-intestinaux se distinglemsignaux anorexigenes : peptidez%y
cholecystokinines, leptine (part produite par bBesac qui ne sera pas présentée dans ce

paragraphe) et le seul signal orexigene connujauce la ghréline.

Les cholecystokinines : CCK

La cholécystokinine est une hormone peptidique é&éer principalement par la partie
proximale de I'intestin gréle mais aussi par leté&yse nerveux central (Beinfeld et al., 1981;
Polak et al., 1975). Elle est présente sous diftéeeformes dérivées du produit d’'un méme
géene telles que CCK-8, CCK22, CCK-33 et CCK58 (@ungs and Overduin, 2007; Reeve
et al., 1994) cependant la forme CCK58 serait lgigleement la plus active (Glatzle et al.,
2008; Reeve et al., 2003).

Les CCK régulent la motricité intestinale et stimilds sécrétions pancréatiques et gastriques
en périphérie via le récepteur CCK-R1 (ou CCK-RMpfan, 2004; Moran and Schwartz,
1994; Morley, 1982). Dans le systeme nerveux ceknglie agit préférentiellement via le
récepteur CCK-R2 (ou CCK-RB) notamment au nivealiadee hypothalamique latérale, du
noyau dorsomédian, du noyau paraventriculaire @uasidu noyau du tractus solitaire (Bi et
al., 2001; Ciofi and Tramu, 1990; Schick et al.949Ueta et al., 1993). Diverses études ont
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démontré que la CCK endogene exercait un rble ctedade satiété a court terme régulant
ainsi la taille du repas (Konturek et al., 2003; &gr2000).

L’administration de CCK au niveau périphérique eutcal réduit la taille et la durée du repas
(Figlewicz et al., 1986; Kissileff et al., 2003).

Les Glucagon-Like-Peptides : GLP-1 et GLP-2

Le Glucagon-Like-Peptide 1 est un peptide anoreyagde 30 acides aminés, dérivé du
transcrit du gene codant le proglucagon et syrg@étar le tractus intestinal pendant la phase
post-prandiale, proportionnellement au contenugétiue du repas (Hoyt et al., 1996).

En périphérie, le GLP-1 module la digestion et atarla sécrétion d’insuline (Nauck et al.,
1997). Au niveau central, le GLP-1 agit via l'actiea de son récepteur, GLP-1R,
majoritairement localisé dans I'hypothalamus médrayaux arqués et paraventriculaires) et
le tronc cérébral (Dakin et al., 2004; Merchenthateal., 1999).

L’administration chronique de GLP-1 par voie veireeusou par injection
intracérébroventriculaire induit une diminution d prise alimentaire associée a une
diminution du poids corporel (Schmidt et al., 2008rton et al., 1996; Wynne et al., 2004).
Ces réactions sont principalement assurées pactiiration de la transmission NPYergique
au niveau du noyau paraventriculaire (Acuna-Goyaled van den Pol, 2004; McMahon and
Wellman, 1997; Turton et al., 1996).

Le GLP-2, autre forme du transcrit du géne codantptoglucagon, agit de maniere
complémentaire au GLP-1. Au niveau central, le GLEst essentiellement dans le noyau
dorsomédian (Kinzig et al., 2002). Une injectiotracéréebroventriculaire de GLP-2 induit
une diminution de la prise alimentaire via I'activa des neurones du noyau dorsomédian
(Tang-Christensen et al., 2001).

Le peptide YY : PYY3.35
Le peptide YY¥.36 est la forme active anorexigene du peptide YYu(fa forme connue étant

le peptide YY.36). Ce peptide de 36 acides aminés est synthétidépaellules L de la partie
distale de l'intestin mais aussi par certains neesaiu tronc cérébral (Glavas et al., 2008). En
périphérie, le PY¥.35 agit sur la mobilité gastrique et I'absorptionalieet d’électrolytes par
les intestins (Allen et al., 1984; Chen and Rog&€95; Hoentjen et al., 2001). Au niveau
central, il stimule la libération d*-MSH, inhibe la production de NPY au niveau du noya

arqué (Batterham et al., 2002; Wynne et al., 200d)PY Y3 35 présente une homologie de
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séquence avec le NPY (Conlon, 2002) et se lie avechaute affinité au récepteur Y2R
(Larhammar, 1996; Murphy and Bloom, 2006) et, avee moindre affinité, aux formes Y1R
et Y5R.

L’administration périphérique de P¥Ys inhibe la prise alimentaire et diminue le poids
corporel (Batterham et al., 2002; Batterham e28l07; Challis et al., 2003).

La production de PYY¥ss a lieu pendant la phase post-prandiale, proparétbement au

contenu énergétique du repas (Adrian et al., 1B85and Chey, 2003).

La Ghréline

La ghréline est l'unique signal périphérique orexig connu a ce jour (Cummings et al.,
2005). Isolée a partir d’estomacs de rat (Kojimalgtl999), son réle dans la régulation de la
balance énergétique est désormais acquis (Tschalp 2000). Il a été envisagé de considérer
la ghréline comme le produit d’'un géne « économéawprisant la consommation de
nourriture et le stockage des graisses et perntesiasi a I'organisme de s’adapter aux
différentes périodes de famine (Cummings et al.5200

Ce peptide de 28 acides aminés est principalenyatiétisé par les cellules endocrines de
I'épithélium stomacal ainsi que par la partie sigage de l'intestin (Date et al., 2000), mais
aussi par les cellules-pancréatiques (Date et al., 2002) ou encore kepla, les ovaires, les
poumons, I'hypophyse, etc... Au niveau de I'hypothalg, la ghréline a été détectée dans les
neurones du noyau arqué (Lu et al., 2002).

En se fixant sur son récepteur GHS-R (récepteurséarétagogue de I'hormone de
croissance), la ghréline produite par le noyau amgfirdule la sécrétion de I'hormone de
croissance par I’hypophyse ainsi que de nombrepides tels que la prolactine (Arvat et al.,
2001). Au niveau du noyau arqué, elle active lagarees orexigenes, stimule la production
de NPY et d’AgRP, et inhibe les neurones anorexagegs’opposant a I'action de la leptine et
induisant ainsi une augmentation de la prise altenenet du poids corporel (Cowley et al.,
2003; Dickson and Luckman, 1997; Greenman et @042Shintani et al., 2001; van den Top
et al., 2004).

Des études menées chez I'animal ont montré quenliadtration intracérébroventriculaire de
ghréline induisait une augmentation de la sensatefaim couplée a une augmentation de la
prise alimentaire et de la masse adipeuse ainai dgs sécrétions acides au niveau gastrique
(Szentirmai et al., 2007; Tschop et al., 2000; Waeal., 2001).
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Chez 'homme, les niveaux de ghréline plasmatiquggrentent en période de jelne (Ariyasu
et al., 2001) et atteignent un pic de maniére ti@ins durant la phase pré-prandiale,
suggérant un role de I'hormone dans linitiation ldeprise alimentaire (Cummings et al.,
2001).

Récemment, un second peptide a été isolé a pargede codant la proghréline (Zhang et al.,
2005). Il s’agit de I'obestatine, décrite comme twemone anorexigene. Si son réle n’est pas
encore totalement défini (Mondal et al., 2008), pmptide pourrait représenter un frein

potentiel a I'action orexigéne de la ghréline (Eaeim et al., 2010).

L’action des signaux précédemment deécrits est pedisable au contrble de la prise
alimentaire, cependant elle n'est pas suffisanter raduire a elle seule des modifications
durables de la balance énergétique. La régulatignuga long terme est assurée par des
signaux périphériques dits signaux d’adiposité. Densuite de cette introduction, nous
présenterons deux de ces signaux, parmi les plogtdé@ans la littérature : la leptine

(produite pas le tissu adipeux) et I'insuline (privelypar le pancréas).
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3.2. Les Signaux de régulation a long terme

Conjointement a lI'action des signaux a court terde® signaux de régulation a long terme, ou
signaux d’adiposité exercent une action retardédescomportement alimentaire. De nature
hormonale, leurs concentrations plasmatiques déperdk la masse adipeuse. Ces signaux
périphériqgues sont capables de traverser la barhiémato-encéphalique pour atteindre le
parenchyme nerveux. L’insuline et la leptine sonbdsignaux d’'importance capitale pour la
régulation a long terme de I'homéostasie énergétiguee fois fixées sur leurs récepteurs
respectifs au sein de I'’hypothalamus, ces deux boes induisent I'activation de cascades de
signalisation permettant de moduler I'activité degaux hypothalamiques contrdlant la prise

alimentaire (Fig. 4).

3.2.1. La leptine

Découverte de la leptine et clonage du géne « obese

La mise en évidence du géne codant la leptineetgttvement récente (Zhang et al., 1994), en
revanche, le concept d'un facteur de satiété drdulcapable d’agir au niveau de
I'hypothalamus pour réguler la prise alimentairé B8 dés les années 50 suite a des
expériences de parabiose menées chez le rat (Her989; Huff et al., 1950) puis chez la
souris (Coleman, 1978). L’étymologie du mot « Ieptk est leptos qui signifie « mince »en
grec . En effet, cette hormone, produit du genéoblese), lequel a été cloné pour la premiére
fois a partir du tissu adipeux de souris génétiqrrenobeses, les souris ob/ob, est sécrétéee
dans la circulation sanguine proportionnellemelat @uantité de tissu adipeux et agit comme
facteur de satiété pour diminuer la prise alimeatéZhang et al., 1994).

Chez 'homme, le géene codant la leptine contieréx8ns et 2 introns et se situe sur le

chromosome 7 (Green et al., 1995; Isse et al.,)1995

Séquence et structure

La leptine est une protéine composée de 167 acdesés (16 kDa). Vingt-et-un acides

aminés constituent un peptide signal, qui, une @& donne naissance a une protéine
mature de 146 acides aminés (Zhang et al., 1994Y06de la séquence peptidique de la
leptine a été conservée au cours de I'évolutioeuye du rble primordial joué par cette

hormone pour la survie des especes (Ogawa et98l5) 11l existe 83% d’homologie entre les

leptines de rat et de souris contre 84% d’homolegite les leptines murines et humaines
(Zhang et al., 1997).
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Composée de quatre hélices antiparalleles, latateidridimensionnelle de la leptine est
caractéristique de la famille des cytokines de typgui compte parmi ses membres I'lL-6
(Interleukine-6), le LIF I(eukaemia Inhibitory Factdr ou encore le CNTF (jliary
Neurotrophic Factoy qui fera I'objet du second chapitre de cette étbdbliographique. Des
expériences de superposition entre la structularentionnelle de la leptine avec celles des
autres membres de la familles des interleukineatermis de mettre en évidence les trois
sites de liaison de I'hormone avec son récepte@puid lors, différentes expériences de
mutations spécifiques au niveau de certains a@deaés ont permis d’identifier le réle de
chacun des sites de liaison et de générer desdsptiutées (ou mutéines) d’'activité réduite
ou nulle et agissant comme des antagonistes dplimé sauvage (Niv-Spector et al., 2005;
Solomon et al.,, 2006). Ces molécules ont été dppékes chez plusieurs especes et
représentent aujourd’hui de précieux outils moléicaes a I'étude de I'action de la leptine
[pour exemple : (Attig et al., 2008)].

Figure 5: Modélisation de la structure de la leptine
[Source : (Niv-Spector et al., 2005)]

La leptine comporte 4 hélices en position antipeie|
composeées de 25 a 28 acides aminés.

Les acides aminés notés L39, D40 et F41 sont s@uésveau
de la boucle AB, composante de I'un des sites aledn de la
leptine a son récepteur.

Des expériences de mutagenese dirigée au niveaesdacides
aminés ont permis le développement d'un antagoniste
compétitif de la leptine : le L39A/D40A/F41A.

Synthése et sécrétion

La synthése de leptine a initialement été attribuéseul tissu adipeux ; majoritairement par
les adipocytes blancs (Green et al., 1995; Zharad,€1994) et en moindre partie par le tissu
adipeux brun (Cinti et al., 1997). Cette produciétant proportionnelle a la quantité de tissu
adipeux (Maffei et al., 1995), les niveaux plasonatis de leptine sont donc le reflet du statut
énergétique d’un individu. Depuis, une synthesepmgtie de I'hormone par d’autres tissus a
été mise en évidence. Ainsi, I'estomac (Bado et1&898; Sobhani et al., 2000), I'épithélium

intestinal (Sitaraman et al., 2004), le foie (Taoei al., 1998), le muscle squelettique (Wang
et al., 1998), la peau (Glasow et al., 2001), msages (Cioffi et al., 1997; Ryan et al., 2002),
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ou encore la glande mammaire et le placenta (Boenal., 2002; Casabiell et al., 1997,
Hoggard et al., 1997; Masuzaki et al., 1997; Sritlwin et al., 1998) produisent aussi la
leptine. Au niveau central, la leptine est exprintiams le cortex cérébral, 'hypophyse et
I'hypothalamus (Morash et al., 1999).

Toutefois, les adipocytes blancs sont toujours idénés comme le lieu de production majeur
de 'hormone et les niveaux d'expression de laiheptdans les autres tissus restent
insuffisants pour participer de maniére signifieataux niveaux systémiques de I'hormone. I
reste néanmoins plausible de supposer que I'expreds I'hormone dans quantité de tissus
différents lui permet de participer a la régulatddan panel de fonctions, ce qui sera discuté
par la suite.

Suivant le tissu considéré, la sécrétion de leptise soumise a diverses régulations. Au
niveau du tissu adipeux, de nombreux facteurs adgula synthése de leptine ont été
répertoriés (Margetic et al., 2002). Nous retiendrque cette sécrétion est de type pulsatile
(Bagnasco et al., 2002; Licinio et al., 1997)etsf#ge aux statuts nutritionnel, physiologique
et hormonal (Ahima and Flier, 2000; Gautron and dtlist, 2011). Ainsi, chez le rongeur et
I’'homme, une restriction alimentaire ou une périddgeldne induiront une diminution de la
sécrétion de leptine, tandis que la prise de noweriet la suralimentation induiront une
stimulation de la production de leptine (Portelet198). Il existe d’autre part un lien étroit
entre les taux d’insuline et de leptine. L'insuliest 'un des facteurs hormonaux stimulant la
production de leptine (Ceddia et al., 1998), ldgmiine en est un autre exemple (Balci et al.,
2009; Gualillo et al., 1999).

D’autre part, la sécrétion de leptine par le tiadipeux humain comme murin réponds aux
rythmes circadiens diurnes et ultradiens (Kalralgt2003; Saladin et al., 1995; Schoeller et
al., 1997). A une échelle de temps plus importacete sécrétion varie aussi en fonction de
'age (Zhao et al., 2002). Enfin, un pic de leptmastnatal a été mis en évidence chez la
souris (Ahima et al., 1998). Ce pic de leptine pattl est encore sujet a de nombreuses
études, néanmoins, certaines données ont d'ordéj@&tmontré I'importance de ce dernier
pour le déclenchement de la puberté ainsi que Ileeldgpement des connexions
hypothalamiques régulant la prise alimentaire (Bbet al., 2008). Ce dernier topique sera

présenté plus en détail dans le paragraphe dédiéwaloppement de I'’hypothalamus.
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Signalisation

A ce jour, six isoformes du récepteur a la lepti@bR (ou encore LepR), ont été mises en
évidence (Fig. 6). Ces différentes isoformes, noesn@ObRa a ObRf sont produites par
épissage alternatif a partir du gene dialjetes aujourd’hui nomméepr) chez la souris. Ce
sont les travaux de Tartaglia qui ont les premdaractérisé I'une des isoformes du récepteur

de la leptine, ObRa, dans le plexus choroide dessflartaglia et al., 1995).

Extracellulaire

[ EROL - .
wiciiiidiiaiic

Intracellulaire

Figure 6: Les différentes isoformes du récepteur de l&rep
[Source : (Ahima and Flier, 2000)]

Le récepteur de la leptine appartient a la fandée récepteurs aux cytokines de classe | et négess
donc pas d’activité tyrosine kinase intrinséque.

Toutes les isoformes du récepteur partagent un idenextracellulaire commun en position amino-
terminale qui contient le site de liaison a la ilept Le domaine intracellulaire carboxy-terminatiga
entre les différents isoformes :

- ObRb, forme longue du récepteur, est la seulossquer un domaine intracellulaire complet,
comportant les motifs nécessaires a la fixation gleseines JAK (Janus Kinase) et STASignal
Transducer and Activator of Transcriptipat donc a la transduction du signal

-ObRe, forme soluble du récepteur, ne posséde miaoh® transmembranaire ni domaine
intracellulaire. Cette isoforme est considérée certarprotéine de liaison de la leptine dans lerpéas

- ObRa, c, d et f, formes courtes du récepteurséaent un domaine intracellulaire tronqué. Ces
isoformes sont parfois présentées comme des traaspopotentiels de la leptine a travers la baarie
hémato-encéphalique
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Les différentes isoformes du récepteur de la leptiossédent un domaine extracellulaire de
816 acides aminés en position N-Terminale compoltesite de liaison de I'hormone

(Fig. 7).
Figure 7: Domaine extracellulaire de la leptine
(HR1 [Source : (Fong et al., 1998)]
* Fi La portion extracellulaire d’ObR comporte deux
domaines CRH (Cytokine Receptor Homology
Tg-like Domain) : CHR1 et CHR2 qui sont composés des
motifs Trp-Ser-X-Trp-Ser caractéristiques de la
CHE2 _ N famille des récepteurs aux cytokines de classe |
. Domame deltwson — (Hejm et al., 1996). La partie extracellulaire dRb
i’ est aussi composée d’un domaine
’ « Immunoglobuline-like » et de quatre domaines F3
F3 (motifs d’homologie a la fibronectine de type
- o - [I).L’association du domaine CHR2 et d’'un motif F3
(\ \( \(YJ(\ i \ A ‘\{‘{\(\ \ \ Y ) - I I u R I - . u . I
ﬁﬁﬁﬁﬁ ﬁ/ﬁ/ ﬁﬂﬁ h constitue le site de liaison a la leptine, tandis tg
UUyyuuyyyY U (U UU U yuy domaine CHR1 et les motifs Ig-like sont
90000000000 OOOO0O00 indispensables a [lactivation du récepteur par
I’hormone (Zabeau et al., 2004).

Le segment transmembranaire ainsi que le domainacailulaire C-Terminal du récepteur

permettent de classer les différentes isoformdsogncatégories :
- une isoforme longue : ObRb

- une isoforme soluble : ObRe

- des isoformes courtes : ObRa,c,d,f

En absence de leptine, ObR peut étre présent soose fd’homodimeéres ObRb/ObRb et
ObRa/ObRa ou d’hétérodiméres ObRb/ObRa au niveda thembrane plasmique (Biener et
al., 2005), cependant ces derniers ne seraientgpables d’induire la transduction du signal.
En présence de leptine, cette derniére se fixéesdmmaine de liaison de son récepteur selon
une stochiométrie 1:1, formant au final un complaeéeramérique composé de deux
molécules de leptine et de deux molécules d’ObRdeodeux molécules d’'ObRb (Devos et
al., 1997).
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L'isoforme longue : ObRb

Cette isoforme assure de fagcon majoritaire I'atitivades voies de signalisation de la leptine.
Comme tout récepteur aux cytokines de classe |, @bRossede pas d’activité kinase
intrinseque. La présence de protéines tyrosinessk constitutivement associées au
récepteur est donc nécessaire a la transducti@igdal (Baumann et al., 1996; Devaskar et
al., 1997). Ce sont les protéines JAKJar{us Kinasequi remplissent ce role. En effet, ObRb
posséde au niveau de son domaine intracellulair80@ acides aminés des domaines de
liaisons aux protéines kinases JAK-2 ainsi qu'ptotéines STAT3Signal Transducer and
Activator of Transcriptioptoutes deux impliquées dans la cascade de sigtial décrite ci-
apres [Fig 8 ; (Bahrenberg et al., 2002; Baumarah. £1996)].

1) La fixation de la leptine a son récepteur induit changement de conformation chez ce
dernier (Biener et al., 2005; Couturier and Jock2093; Niv-Spector et al., 2005) permettant
I'activation des protéines JAK par transphosphdigta Bien qu'il existe 4 protéines JAK, la
transduction du signal de la leptine est majoetaent médiée par la protéine JAK2

(Bjorbaek et al., 1997) ainsi que par JAK1 dansmoéxdre mesure.

2) Une fois les protéines JAK activées, ces deesigghosphorylent le récepteur leptine au
niveau des résidus tyrosine 985, 1077 et 1138 ssitlas le domaine intracytoplasmique
d’ObR (Ihle and Kerr, 1995).

3) La phosphorylation d’'ObRb sur son résidu 1138ng¢ le recrutement de protéines et
I'activation par phosphorylation sur résidu tyraside protéines STAT (Stahl et al., 1995).
La phosphorylation des protéines STAT provoque tkssociation du récepteur de la leptine
ainsi que leur dimérisation. Les dimeres formésdi@juent ensuite dans le noyau, se fixent a
I’ADN via leur domaine de liaison et régulent aitesitranscription de genes cibles. En effet,
les protéines STAT sont des facteurs de transeoriptionstituant la voie de signalisation
majoritaire des cytokines (lhle and Kerr, 1995; haa, 2001). Chez les mammiféres, sept
membres composent cette famille (STALl a STAT4, B3 STAT5b, STAT6). In vivo, la
signalisation associée au récepteur de la leptares d'hypothalamus fait majoritairement

intervenir la protéine STAT3 (Benomar et al., 2008aisse et al., 1996).

Si la voie de signalisation JAK2/STATS3 est partietement impliqguée dans la régulation de
la prise alimentaire par la leptine au niveau higplamique, 'hormone est cependant

susceptible d’activer d’autres voies de signalisatque sont les voies IRS/PI3Kngulin
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Receptor Substrate/ Phosphatidylinositol-3 KinagBenomar et al., 2005a; Benomar et al.,
2005b; Bjorbaek et al., 1997; Niswender et al.,130& le module des MAPKMitogen-
Activated Protein Kinage(Bjorbaek et al., 1997). L’activation de la vaies MAPK fait
intervenir la protéine SHP-2SH2 domain-containing protein tyrosine phosphatase
phosphorylée par JAK2 ou directement activée auanivcki domaine intracellulaire d’ObRDb.
SHP-2 se complexe ensuite a la protéine Gr3@\yth factor receptor binding protéipour

activerin fineles protéines Ras et Raf (Fig. 8; (Rahmouni eR@DY).

La voie de signalisation IRS/PI3K est majoritairemassociée a I'insuline, cependant ObRb
est aussi capable de recruter certains acteuis \w@d de signalisation, soit directement, soit
via JAK2 (Berti et al., 1997 ; Bjorbaek et al., 1999zanto &Kahn, 2000). L’activation de la
PI3K aboutit a la phosphorylation de la protéineakie B : AKT et de la protéine kinase C :
PKC. Bien que l'activation d’AKT par la leptine tesminoritaire en regard des autres voies
impliquées dans la transduction du signal, cettie waifre néanmoins des possibilités de
dialogue entre l'insuline et la leptine, leur pettaet d’agir en synergie ou de maniere
opposée (Benomar et al., 2005a; Berthou et all;20arvalheira et al., 2005).

par ses différents voies de signalisations, laideptégule I'expression de génes cibles
impliqués dans le contrble de différents processimogiques tels que la prolifération
cellulaire, le développement, l'apoptose, ou enderenétabolisme. L’internalisation du
complexe ObRb-leptine et sa dégradation par lesstyses signe la terminaison du signal
(Couturier et al., 2007; Uotani et al., 1999).

Les voies de signalisation de la leptine sont $ewontréle de boucles de régulation faisant
intervenir des régulateurs négatifs endogenessque les protéines SOCSyppressor of
Cytokine Signalinget PTP-1B Protein Tyrosine Phosphatase J1[Fig. 8 ; (Couturier et al.,
2007; Uotani et al., 1999)].

Les protéines SOCS agissent au niveau des récepdeula leptine soit en empéchant le
recrutement de STAT par encombrement sérique (Nsonokt al., 2000), en inhibant les
protéines JAK (Sasaki et al., 1999) ou en induiSabtquitination des protéines de la voie de
signalisation, programmant ainsi leur dégradatior p& protéasome. L'expression
hypothalamique de SOCS-3 est augmentée lors daiterinent a la leptine La transcription
du gene codant SOCS-3 est activee par la fixatiorfadteur de transcription STAT3 au
niveau de séquences spécifiques de 'ADN (Fig.N®us verrons par la suite que SOCS-3

peut s'avérer un bon marqueur des états de lepégistance (Bjorbaek et al., 1999).

39



Introduction bibliographique - Partie A

La phosphatase PTP-1B est un second régulateutiindgala signalisation associée au
récepteur de la leptine. PTP-1B déphosphoryle teggimes JAK2 et STAT3 (Lund et al.,
2005). Outre son réle dans la régulation de la y8iK2/STAT3, PTP-1B agit également sur

les voies de signalisation médiées par l'insulinemparait comme un élément important du

dialogue existant entre les voies de signalisal®a leptine et de I'insuline (Benomar et al.,
2009).

Figure 8: Voies de signalisation de la leptine

Leptine 1) [source : d’aprés Futura Science 2008]

CHR1

igD . . N .

éiﬂnz 1) Liaison de la leptine a son récepteur selon une
RS stoechiométire 1:1, formation d'un complexe

tétramériqgue et changement de conformation du
récepteur

2) Activation de la protéine kinase JAK2
constitutivement associée a ObRb par
transphosphorylation

3) Phosphorylation d’'ObRb sur les résidus tyrosine
985, 1077 et 1138, recrutement et activation deTSSrA
au niveau du résidu tyrosine 1138

4) Dimérisation et translocation de STAT3 dans le
compartiment nucléaire pour réguler la transcriptie
genes cibles tels que SOCS-3 ou POMC.

SOCS-3 et PTP-1B sont deux régulateurs négatifa de
signalisation induite par la leptine.

Initialement, I'isoforme ObRb a exclusivement étrmte dans le systeme nerveux central,
par opposition a ObRa, décrite en périphérie. Depune faible expression d’ObRb a aussi
été mis en évidence au niveau de nombreux orgamgdh@eégues tels que le tissu adipeux,
les glandes surrénales, les reins, les poumonsele, les muscles, les intestins, le pancréas,
le foie, la glande mammaire et le placenta (Fai.etLl997).

Au niveau du systeme nerveux central, ObRb est nmta@jement exprimé par
I’hypothalamus, mais aussi par des structures c@esbrextra-hypothalamiques telles que
I'hippocampe, le cortex frontal, le thalamus, levedet, 'amygdale et la substance noire ou
encore certains noyaux du tronc cérébral commeyauwndu tractus solitaire (Burgos-Ramos
et al., 2010; EImquist et al., 1998b; Grill et &002; Hakansson et al., 1998; Mercer et al.,
1996). Dans I'hypothalamus, ObRb est majoritairenexprimé par les neurones orexigénes

et anorexigénes du noyau arqué (Baskin et al., ;1888ung et al., 1997; ElImquist et al.,
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1998b; Mercer et al., 1996; Schwartz et al., 192 den Top et al., 2004), des noyaux dorso
et ventro-médians (Funahashi et al., 1999; Meisteral., 1989) ainsi que de laire
hypothalamique latérale (Leinninger et al., 208Ju noyau paraventriculaire (Mercer et al.,
1996; Scott et al., 2009). Les cellules astrocgtaiexpriment aussi l'isoforme longue du
récepteur de la leptine notamment dans des mod&lbésité, suggérant I'importance de ce
type cellulaire dans la régulation de I'homéostadiergétique (Hsuchou et al., 2009a;
Hsuchou et al., 2009b; Pan et al., 2008a; Pan,&Cdl1).

L'isoforme soluble : ObRe

Cette isoforme est dépourvue de segment transmeail@at de domaine intracellulaire. Elle
est qualifiée de protéine de liaison de la leptihammert et al., 2001). Il est proposé
gu’'ObRe assurerait le transport de la leptine daigempartiment plasmatique, stabiliserait la
leptine plasmatique et régulerait la proportionlelgine dans le plasma (Lou et al., 2010).
Une autre hypothese présente ObRe comme un argég@nui passage de la leptine par la
barriere hémato-encéphalique, la piégeant ainsi lacempartiment plasmatique (Pan et al.,
2008a; Tu et al., 2008). Aujourd’hui, ObRe, regteslijet de nombreuses études, notamment
dans des cas d'obésité humaine (Guran et al., 2008wa et al., 2004; van Dielen et al.,
2002; Wu et al., 2002). En effet, si chez ’lhommbR@ n’est pas produit par épissage
alternatif I'isoforme est néanmoins présente dansiriculation sanguine. Différents auteurs
ont suggéré que la forme humaine d’'ObRe résultéaitlivage protéolytique d’ObRa ou
ObRb (Maamra et al., 2001), exercant ainsi un rakeur dans le contrOle des effets
physiologiques assurés par la leptine. A ce jaurfle joué par ObRe dans la régulation de
I’'homéostasie énergétique n’est pas encore totaieowenpris.

L'isoforme ObRe est exprimée par les plexus ch@®iau niveau central et par le foie, les
poumons, le coeur, la rate, les reins ou encoredtisules au niveau périphérique (Lollmann
et al., 1997).

Les isoformes courtes : ObRa, c, d, f

Ces isoformes possedent un domaine intracellutemrgqué de 30 a 40 acides aminés. La
capacité de l'isoforme ObRa a activer les voiesigealisation reste sujette a débat. Certaines
études ont montré qu’ObRa était capable d’actigenioies de signalisation IRS1 et MAPK
(Bjorbaek et al., 1997; Yamashita et al., 1998)dis que d’autres auteurs supposent
gu'ObRa ne possede pas les motifs intracellulaidgegssaires a lI'activation des JAK (Kloek
et al., 2002).
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Si les isoformes ObRd et f sont assez peu exprinedesevanche, ObRa ubiquitaire, comme
le démontrent une myriade d’études (Fei et al., 18@ggard et al., 1997; Laud et al., 1999;
Lolimann et al., 1997; Lostao et al., 1998; Margeti al., 2002). Au niveau central, ObRa et
ODbRc sont présents au niveau des plexus choroitEsjae des micro-vaisseaux (Hileman et
al., 2002; Tartaglia et al., 1995), suggérant ua giltentiel de la protéine dans le passage de
la leptine a travers la barriere hémato-encéphali(Banks et al., 1996; Bouret, 2008;
Hileman et al., 2002; Tartaglia et al., 1995). bescanismes de transport de la leptine depuis
la périphérie jusqu’au parenchyme nerveux ne sastgmcore totalement décryptés de nos

jours et seront présentés dans la suite de ce mrdnus

ObRGRP

Outre les isoformes d’ObR précédemment décritesauire transcrit est généré a partir du
méme promoteur. Ce transcrit code pour 'ObRGRP RGBene-Related-Protein) aussi
appelé LEPROT (Leptin Receptor Overlapping Trap$grprotéine de 14 kDa qui ne
présente pas d’homologie de séquence mais unédigin tissulaire similaire a celle d’ObR,
notamment au niveau de I'hypothalamus (Bailleuhlet1997; Huang et al., 2001; Mercer et
al., 2000).

ObRGRP est impliqué dans le trafic intracellulaie récepteur de la leptine, modulant sa
dégradation par les lysosomes et par conséquentespnéssion en surface des cellules
(Belgareh-Touze et al., 2002; Couturier et al., 7200

Au niveau cellulaire, ObRGRP inhibe la translocatmembranaire d’'ObR et réprime les
voies de signalisation associées au récepteur. ezanche, l'inhibition de I'expression
d’ObRGRP dans le noyau arqué augmente de facoifisigive le nombre de récepteurs de
la leptine en surface des cellules, permettani diasigmenter la sensibilité des cellules a la
leptine [Fig. 9 ; (Couturier et al., 2007)].

ObRGRP apparait donc comme un agent capable derrdes cas de leptino-résistance

induits par une alimentation hypercalorique (mod#l® : Diet Induced Obesi}y

En présence ’ObRGRP En absence ' ObRGRP Flgure 9 RégU|at|0n de |’eXpreSS|0n d’ObR é.
. _ ossignaing | | |2 membrane plasmique par ObRGRP

c’;?”";: Membrane E:lg' . B obesity 1 [Source (COUtUI’Ief et a.l, 2007)]
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Effets biologiques

L’expression ubiquitaire de la leptine et de sooepteur, lui permettent d’'intervenir au

niveau de nombreux tissus et organes pour régeempdocessus physiologiques variés tels
qgue le métabolisme, la reproduction, I'immunité, nemodelage osseux ou encore la
vascularisation. Les modeles murins présentant ndgtions du géne codant la leptine
(modéle ob/ob) ou de celui codant son récepteur ¢eatb/db) ont permis I'étude des effets

biologiques médiés par la leptine.

Effets biologigues au niveau du systéme nerveuxalent

Le contrdle de 'homéostasie énergétique

La leptine agit au niveau systéme nerveux cental inhiber la prise alimentaire. Chez le
modéle murin ob/ob présentant une mutation du géoéant la leptine, I'injection
intracérébroventriculaire de I'hormone inhibe ldaserde nourriture et diminue le poids
corporel (Ahima and Flier, 2000; Elmquist et al. 932 Dans le systeme nerveux central,
I'hnypothalamus représente une cible majeure aitiacanorexigéne de la leptine. En effet,
diverses études ont montré que des injections pétit@néales de leptine, produite
proportionnellement a la masse adipeuse, induisdigttivation des neurones des noyaux
hypothalamiques (Ahima, 2000; Elmquist et al., 1998akansson et al., 1998; Schwartz et
al., 1996).

Au niveau du noyau arqué, la leptine module latdivdes neurones orexigénes et
anorexigenes. En effet, elle inhibe I'expressioa deuropeptides orexigénes NPY et AgRP
(Morrison et al., 2005; Schwartz et al., 1996; Sezhet al., 1995) et active I'expression des
neuropeptides anorexigenes POMC et CART (Eliad.etl@98; Thornton et al., 1997) via
I'activation des voies de signalisation JAK2/(Gateal., 2008; Munzberg et al., 2003; Xu et
al., 2007; Yang et al., 2009) et dans une moindzsure IRS/PI3K (Pardini et al., 2006).

D’un point de vue électrophysiologique, la leptmedule I'ouverture des canaux potassiques
ATP-dépendants des neurones du noyau arqué (Sm&nswial.,, 1997), inhibant ainsi
I'activité de ces neurones. Au niveau des neuranesexigenes, la leptine induit I'activation
de cette population neuronale via la voie IRS/P[3ang et al., 2010). La leptine induit
d’'une part par la dépolarisation des neurones P@WART (Cowley et al., 2001; Hill et al.,
2008) et d'autre part par la levée des inhibitigabaergiques exercées par les neurones
orexigenes sur les neurones anorexigénes (Jobkt 8004; van den Top et al., 2004). Si la

participation des cellules astrocytaires dans Rulegion leptine-dépendante de l'activité
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synaptique des neurones n’est a ce jour pas etmtatement décryptée, plusieurs auteurs ont
néanmoins suggéré que les astrocytes pourraient joudle dans ce processus au niveau de
I'hypothalamus (Hsuchou et al., 2009a; Hsuchoul.e2809b; Pan et al., 2008a; Pan et al.,
2011). Garcia-Caceres et ses collaborateurs oatm@ent démontré que la morphologie des
astrocytes hypothalamiques est modifiée suite airgestions intracérébroventriculaires de
leptine (Garcia-Caceres et al., 2011), renforcédnypbthése d’une intervention des cellules

gliales de I'hypothalamus dans le contrble de I'Bostasie énergétique.

Diverses études présentent le noyau arqué commenkee d’action primaire de la leptine,
selon le modele présenté par Schwartz. Ce modafgpwe notamment sur I'expression
prédominante d’'ObRb dans les cellules du noyauéfifiorton et al., 2003) ainsi que sur
I'abolition de I'action anorexigene d’une injectiontracérébroventriculaire de leptine lorsque
le noyau arqué est |ésé (Dawson et al., 1997). eRpériences de microinjections de leptine
localement au niveau du noyau arqué suffisentiiaues a induire une réponse anorexigéene
(Satoh et al., 1997a).

Un second modeéle a été proposé, s’appuyant notatrsnere fait que les neurones dé 1
ordre ne peuvent médier a eux seuls l'action derfiftone. En effet, les données de la
littérature ont montré que ObRb n’était pas expripaé la totalité des neurones POMC du
noyau arqué (Munzberg et al., 2003) ; d’autre (jadtivité des neurones NPY/AgRp et
POMC/CART est aussi modulée par d’autres facteensedulation tels que la ghréline (Chen
et al., 2004) , l'insuline (Niswender et al., 20@1) le glucose (Parton et al., 2007)pour ne
citer qu’eux. Enfin, linvalidation spécifique deb& dans les neurones POMC et NPY
conduit au développement d’'une obésité modeste eaunse pas les symptdmes d’infertilité
ou d’hypercortisolémie observés dans le modele mudib/db (Balthasar et al., 2004).
Renforcant le concept selon lequel la leptine @gile maniére simultanée sur I'ensemble des
noyaux hypothalamiques, pour activer plusieurs s/@e sein de I'hypothalamus, plusieurs
études sont montré qu’ObRb est aussi exprimé aanadyaux hypothalamiques de second
ordre (Funahashi et al., 1999; Hakansson et @88;1Kalra et al., 1999; Leinninger et al.,
2009; Meister et al., 1989) et que des injectionsegéne étaient activent les neurones des
noyaux paraventriculaires, dorso et ventromédians.

Les travaux de Myers ont depuis généralisé le neod&Imquist, proposant un role plus
global de la leptine au niveau des régions de &phale (Myers and Simerly, 2010), et

suggérant que le large spectre de fonctions réguyléela leptine ne saurait étre di a la seule
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activation de I'hypothalamus ventromédian. PlusBjggiement, le contréle de ’homéostasie
énergétique résulterait de I'action combinée ddefdine sur plusieurs régions cérébrales
extra-hypothalamiques, telles que laire tegmeatawentrale et le striatum pour la
composante hédonique de la prise de nourriture (hignet al., 2006), ou le noyau du tractus
solitaire pour la sensation de satiété (Huo et2@07). Ces régions peuvent étre directement
activées par la leptine ou indirectement, via leggations provenant de I'hypothalamus.

Si I'hypothalamus et tout particulierement le nogagué remplissent un réle primordial dans
la régulation de la prise alimentaire par la leptifte schéma d’action de I'hormone reste
cependant particulierement complexe de par la pligité des structures sensibles a I'action
de la leptine.

La plasticité cellulaire et la cognition

A coté de son rOle de facteur de satiété, la lepimervient aussi dans des processus de
plasticité synaptigue, notamment dans certainegngégcérébrales extra-hypothalamiques
telles que le cortex cérébral, I'hnippocampe ou emde cervelet. Bien que n’étant pas
directement impliquées dans le contréle de la @iseentaire, ces régions sont sensibles aux
variations du statut énergétique et expriment lanéodongue du récepteur de I’hormone
(Couce et al., 1997). L'implication de la leptin@and le contrble de certains processus
cognitifs a été mise en évidence dans des sitwatpathologiques telles que I'obésité
(Harvey, 2007). Ainsi, I'invalidation du gene codda leptine ou son récepteur notamment
chez les souris db/db ainsi que chez les ratkér est liée a des déficits d’apprentissages
(Ohta et al., 2003; Winocur et al., 2005). Des étudnt montré que la leptine pourrait
influencer les performances mnésiques et les daisacapprentissagen modifiant la
structure et I'excitabilité des neurones ainsi [gusurvie la prolifération des cellules (Harvey,
2007). Plus précisément, la leptine module lestfons neuronales et synaptiques au sein des
structures précédemment citées en agissant localeawe niveau de la synapse (Harvey,
2007) pour réguler le fonctionnement du récepteuglatamate NMDA (Shanley et al., 2001)
et des canaux potassiques de large conductanceuf@agh al., 2006), modulant ainsi les
processus de potentialisation (LTP) et dépresdidi) a long terme (Li et al., 2002). Ces
effets impliquent la voie PI3K et les MAP Kinaséwifig et al., 2006). La leptine est aussi
capable de moduler la structure des neurones hgfantiques et extra-hypothalamiques. Elle
favorise notamment la croissance et I'arborisatiearitique (Oldreive et al., 2008), module

la morphogenése du céne de croissance (Valerid.,eR@06) et régule I'activation des
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neurones du noyau arqué (Pinto et al., 2004). Efdideptine agit aussi comme un agent
neuroprotecteur, favorisant la survie neuronaléagtrolifération cellulaire (Signore et al.,

2008). Cette derniere fonction est particulieremenimordiale lors des périodes de
développement des structures cérébrales. En difednt la période périnatale la leptine agit
comme un agent neurotrophigue et module la mis@lace des réseaux neuronaux qui
régulent la prise alimentaire dans I'hypothalamBeufet et al., 2004). L'ontogénie de la

leptine pendant la période périnatale sera détgilé la suite.

Effets biologigues au niveau des organes périphésiq

Le tableau ci-dessous offre un apercu synthétiqseeffets relayés par la leptine dans les
organes peériphériques.
Tableau 1: action de la leptine au niveau des organes p&fimues

[Source : d'aprés (Margetic et al., 2002)]
UCP : Uncoupled Chain Protein

Tissu ou organe Effets biologiques Références
Stimule la néoglucogenese Kamohara et al., 1997 ;
Foie Inhibe la formation des Rosetti et al., 1997
triglycérides Flier et al., 1997

D

Fehmann et al., 1997 ; Seufert

Stimule la production etal., 1999 : Poitout et al.,

Pancréas

d’insuline 1998
Stlmulz:ﬁg(r)asrésport du Muoio et al., 1997
Muscle squelettique Stimule I'expression d'UCP2, Gong et al., 1997 ; Liu et al.}
UCP3 1998

Inhibe I'accumulation des Frihbeck et al., 1998
. L. Wang JL et al., 1999
triglycérides
Stimule la lipolyse Cusin et al., 1998 ; Gong e
Stimule la thermogenése | 3|, 1997 ; Commins et al.,
1999 ; Scarpace et al., 1998

Tissu adipeux

Favorise I'absorption des

Tractus gastro-intestinal Guilmeau et al., 2004

nutriments
Utérus Participe a la croissance | Ciofi et al., 1997 ; De Placidp
foetale et au métabolisme et al., 2006
: Participe au développement Bonnet et al., 2002 ; Lin et
Glande mammaire
des structures al., 2007
. Cao et al., 2001 ;
Sang Hématopoiese

Park et al., 2001
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Syntheése : la leptine

La leptine est une hormone de 16 kDa majoritairement syrsbetpar leissu adipeux

Elle agit commefacteur de satiété en modulant l'activité de noyaux hypothalamiques
spécifiques. Le récepteur de la leptine apparéidatfamille des récepteurs acytokines de
classe let existe essentiellement sous six isoformesultedd de I'épissage alternatif dene

db (ou Lepr). Ces isoformes se répartissent en trois clas€#isRb (forme longue),
ObRa,c,d,f (formes courtes au domaine intracellulaire trongliéu activation partielle des
voies de signalisation) @bRe (forme soluble correspondant a une protéine dsolade la
leptine, sans domaine transmembranaire ni intnale@i). La forme longue du récepteur 'de
la leptine assure les actions physiologiques depdane telles que le maintien de la balance

energétique. Cette forme est fortement exprimés taypothalamus

Leptine

Synthése 2 Schéma récapitulatif des voies
hypothalamiques orexigénes et anorexigénes de

I’hypothalamus
&{ yP

< IRS : Insulin Receptor Substrate, JAK2 : Janus
y Kinase 2, MAPK : Mitogen Acivated Protein Kinase,
| ObR : récepteur leptine, PI3K : Phosphatidyl
Inositol 3 Kinase, POMC : Pro-opiomelanocortin,
PTP-1B : Protein Tyrosine Phosphatase-1B, SOCS-3
: Suppressor of Cytokine Signaling-3, STAT-3 :
Signal Transduction and Activator of Transcription.

MAPK

Novau

SOCS-3, POMC

Outre son rble prépondérant dans le contrélée de
I’'homéostasie energétique, la leptine interviemsddes processus physiologiques variés: tels
que la thermogenese, la reproduction, le métabeligsseux ou encore I'immunité. De plus,
la leptine exercerait une action neuroprotectriasdcertaines régions cérébrales sujettes a la
neurodégénérescence (Weng et al., 2007) et senpliquée dans certains processus: de
plasticité synaptique (Shanley et al., 2001). Latite possede enfin une action
neurotrophique lors du développement des voies thggamiques du contréle de la prise

alimentaire (Bouret et al., 2008)
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3.3. Bilan sur les signaux de régulation

Il semble difficile de présenter une liste exhawesties facteurs impliqués dans la régulation
de la prise alimentaire, c’est pourquoi nous aviorsalisé notre attention sur les principaux
d’entre eux. La figure 11 présente une synthésesigmux qui participent au contrble de
I’'homéostasie énergétique.

D’autre part, il est important de garder a I'espjite si la classification entre signaux dits
« court terme » et signaux dits « long terme »aesde, elle n'est pas figée. En effet, nombre
de signaux a « court terme » tels que la ghrélmeholécystokinine ou I&lucagon-Like-
Peptide-1exercent aussi une action retardée sur la régolate la prise alimentaire. De
méme, certains signaux dits « a long terme » tedsI'msuline ou la leptine agissent aussi au
niveau du tractus gastro-intestinal, régulant deiéra « immédiate » la prise de nourriture.
Certains auteurs préférent désormais discrimirgesilgnaux de régulations périphériques des

signhaux centraux ainsi que les signaux anorexigéegsignaux orexigenes.

Molécules stimulant la prise alimentaire et Molécules réduisant la prise alimentaire et augmentant la dépense
reduisant la dépense énergetique eénergétigue
Neuropeptide Y (NPY) Alpha-melanocyte stimulating hormone (o-MSH)
Agouti-related protein (AgRP) Cocaine and amphetamine related petides (CART)
Melanin-concentrating hormone (MCH) Urocortine
Galanine Corticotropin-releasing factor (CRF)
MNoradrénaline Thyrotropin-releasing hormone (TRH)
OrexinesA et B (ou hypocrétines) Neurotensine
Opicides Sérotonine
Endocannabinoides Leptine
[3-endorphine Insuline
Ghréline Glucagon-like peptide1 (GLP-1)

Peptide Y13 (PYY3.3)

Oxyntomoduline

Cholécystokinine (CCK)
Oleoylethanolamide (OEA)
N-acyl phosphoethanclamine (NAPE)

| o5 signaux centrae (gras) et circulants impliqués dans la régulation de la prise alimentaire et de la dépense énergatinue.

Figure 10: récapitulatif des facteurs de régulation de t&sp alimentaire
[source : (Luguet and Magnan, 2009)]

Le controle de 'homéostasie énergétique fait wr@rir de trés nombreux signaux de
régulation, produits par le systeme nerveux ceougdar les organes périphériques selon une
cinétique définie par la prise de nourriture eutagt positivement ou négativement la prise
alimentaire
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3.4. Les voies d’entrée des signaux dans I'’hypathak

La régulation centrale de 'homéostasie énergétimeessite que les signaux de régulation
périphérigues atteignent leurs cibles au niveaul'ldgpothalamus et franchissent par

conséquent les interfaces séparant le sang du pgreemerveux.

3.4.1. Les interfaces sang,LCR (Liquide-Céphalo-Raehpdterveau

Historique

Le concept de I'existence d’'une barriere anatomisg@jearant le cerveau de la circulation
sanguine a vu le jour au cours du XI¥écle, a partir des travaux d’Ehrlich. Ce scieniie
allemand a en effet démontré que linjection intragase d'un colorant vital, le bleu
d’aniline fixant les protéines plasmatiques, inditida coloration de tous les organes a
I'exception du cerveau (Ehrlich, 1885). Par la euies travaux de Goldman confirment
I'hnypothése d’Ehrlich et suggérent une fonction tectrice de cette barriere contre les
substances neurotoxiques (Goldman, 1909, 1913).

L’hypothalamus ventro-médian se trouve a la jonctlertrois interfaces sang, LCR/cerveau:

- une interface sang/parenchyme nerveux : ladrarhémato-encéphalique (BHE)

- une interface sang/parenchyme nerveux/ LCRs:otganes circumventriculaires

- une interface sang/LCR : les plexus choroides

Ces systemes jouent un rble de barriere physique ditre régulant les échanges entre le
sang, le LCR liquide-Céphalo-Rachidignet le parenchyme nerveux. Leur intégrité est
primordiale au maintien de I'homéostasie cérébradet dépendent le développement et le
fonctionnement cérébral.

La barriere hémato-encéphalique : BHE

Figure 11: anatomie de la barriere-hémato-encéphalique
[Source : d'aprés Kim et al., 2006]

Les principaux éléments constitutifs de la BHE slast
jonctions serrées des cellules endothéliales, éegypes,
la lame basale et les pieds astrocytaires.

A Lumiére du capillaire
B : Cellule endothéliale
C : Jonction serrées

D Lame Basale

E : Penieyte
F: Pied astroeytaie
G Jonction GAP
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La barriere hémato-encéphalique est localisée weani de I'endothélium des capillaires
cérébraux. Elle est composée des cellules endali®I{Fig. 12B), liées entre elles par des
jonctions serrées (Fig. 12C) formant un endothélpen perméable si ce n’est aux petites
molécules liposolubles (Chaudhuri, 2000; Pardridgep5). Les cellules endothéliales
composant la BHE présentent une faible épaisseudeethombreuses mitochondries,
caractéristiques d’'un métabolisme énergétique irteBfies reposent sur une lame basale
(Fig. 12D) composée de fibres de collagene IV ateriine et de fibronectine et entourant les
péricytes (Fig. 12E). Si ces derniers sont nécesssai la structure de la BHE, leur role
demeure encore incertain (Dore-Duffy, 2008).

Les astrocytes sont le dernier composant de la EHS.cellules émettent des prolongements
(Fig. 12F) recouvrant les capillaires cérébrautegipéricytes (Kacem et al., 1998) et sont liés
au moyen de jonctions communicantes (jonctions GRR, 12G), formant ainsi un
syncytium plastique dont la signalisation est a&syrar des vagues calciques (Giaume and
McCarthy, 1996; Theis et al., 2005). Le role stuuat des astrocytes dans la formation de la
BHE suscite toujours un vif intérét scientifiqugetia débat (Ballabh et al., 2004). En effet, si
des études menées sur des cultures de celluleshéhdiats ont suggéré que les principales
caractéristiques de la BHE (systéemes de transpaomésence de jonctions serrées) seraient
« astrocytes-dépendantes » (Hayashi et al., 1990)ires auteurs ont cependant critiqué les
modeles de culture cellulaire développés et présénin discours plus modéré quant a
I'implication des astrocytes matures dans le farmotement de la BHE (Krum et al., 1997).
Au-dela de ce débat « structural » s’est posée dataun du réle fonctionnel des astrocytes.
La capacité de ces cellules a contacter via letgl®pgements les neurones d’'une part et les
cellules endothéliales d’autre part, leur permeietat de former une unité glio-vasculaire
capable d’adapter le flux sanguin et I'apport ddriments aux besoins du parenchyme
nerveux. D’autre part, les substrats hydrophiles siing ne traversent pas la BHE
spontanément et nécessitent des transporteursfigpési présents au niveau des pieds
astrocytaires pour gagner le parenchyme nerveus. @tle de simples « cellules de soutien »,
les astrocytes, situés a l'interface entre lesores et les vaisseaux sanguins, joueraient donc
un role essentiel dans la régulation du métabolisénébral et I'accessibilité des signaux au

parenchyme nerveux.
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Les organes circumventriculaires et les plexus chordes
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Figure 12: distribution des principaux organes circumveatiliaires et des plexus choroides dans
I'encéphale

[Source : d'apres (Joly et al., 2007)]

ac : commissure antérieusre, c : canal central; corps calleux, f : fornix , Ig : lamina des qu@dmeaux,
oc :chiasma optique, pc : commissure postériepire fubercule postérieur

Les organes circumventriculaires sont des zond&deéphale localisées le long des ventricules au

niveau desquelles la BHE est « perméable ». Suleantfonction, les CVOs peuvent étre classés en
plusieurs catégories : CVOs sécréteurs (OVLT, S&), CVOs sensoriels ( EM, glande pinéale).

Les organes circumventriculaires : CVOs

Les organes circumventriculaires (CVOs) sont dgons de petites tailles dans I'encéphale,
regroupées autour des ventricules (Fig. 13), océraées par une barriere hémato-
encéphalique perméable car présentant un endothéli@énué de jonctions serrées et
autorisant donc la diffusion de molécules danspbes périvasculaire (Ciofi et al., 2009;
Duvernoy and Risold, 2007). Outre ce réseau vaseufanéstré, les CVOs sont aussi
composes de cellules épendymogliales spécialisi@sstanycytes dont les corps cellulaires
forment les bordures des ventricules et qui émettentprolongement unique vers le
parenchyme nerveux. Ces cellules présentent lextéaistiques propres aux processus de
sécrétion ou d’absorption (mitochondries abondantesmbreuses vésicules, réticulum
endoplasmique développé) (Rodriguez et al.,, 2016qriBuez et al., 1979). Outre les
prolongements tanycytaires, la zone subépendyneseC¥Os comporte aussi des astrocytes

et des oligodendrocytes.
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Bien que présentant une barriére hémato-encéphaemeéable, les CVOs ne peuvent étre
considérés comme une voie d’entrée ou de sortectdirdes molécules car des jonctions
serrées au niveau des corps cellulaires et desngements des tanycytes ont été mise en
évidence par microscopie électronique (BrightmanReese, 1969; Wang et al., 2008).
Plusieurs fonctions ont été proposées pour les Cy@i lesquelles la thermorégulation, la
protection contre les substances toxiques, la natidal de la douleur, la régulation de la
réponse immunitaire ou encore le contréle de lartca énergétique (Johnson and Gross,
1993).

Un exemple d’'organe circumventriculaire : I'éminemeédiane

Située a la base du 3eme ventricule, a proximitéhalgau arqué, I'éminence médiane est
considérée comme l'organe circumventriculaire déaré par excellence, bien que des
fonctions sensorielles lui aient également étébatbes (Joly et al., 2007). Cette structure a
été identifiée comme une voie de sortie vers leutation sanguine pour les peptides et les
monoamines synthétisés par les différents noyayothalamiques (Krisch and Leonhardt,
1978). L'éminence médiane est composée des cotpgages des tanycytes de tyf2,
bordant le ventricule (zone épendymaire de I'émiremoédiane), de prolongements
tanycytaires et astrocytaires et de prolongemesuisamaux en provenance de I'hypothalamus
et a destination de la neurohypophyse (zone int@en&minence médiane), et, de capillaires
fenétrés du plexus porte en contact avec les p@dsytaires et les terminaison nerveuses
des neurones hypothalamiques (zone externe dengfroe médiane) (Duvernoy and Risold,
2007).

L’éminence médiane est directement interconnect@® & noyau arqué auquel elle est
accolée et partage avec ce dernier les mémes sprdél projections et exprime les
neuropeptides NPY et AgRP. L’éminence médiane atémngs été considérée comme une
annexe de ce noyau hypothalamique, formant aveteng@er un complexe arqué-éminence
médiane AMC : Arcuate-Median eminence Complexa confusion entre les deux structures
n'est cependant plus d'actualité, et il serait désas fallacieux de considérer que les

interfaces du noyau arqué et de I'éminence médgaggentent les mémes propriétés.

Les plexus choroides (PC)

Parfois classés parmi les organes circumventri@dailes plexus choroides sont des
structures papillaires responsables de la formatiohCR (Liquide Céphalo-Rachidien). lls
constituent une interface entre le sang et le L&&sont au nombre de quatre, répartis entre
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les différents ventricules (respectivement deux desisentricules latéraux et un dans 1883

et £™ ventricules). Les plexus choroides sont composéa dpithélium épendymaire
reposant sur une lame basale et enchassant un fillyauasculaire composé de tissu
conjonctif lache et de vaisseaux sanguins (Stlazld Ghersi-Egea, 2000).

Contrairement a la BHE, le noyau fibrovasculairéspnte de larges capillaires possédant un
endothélium fenestré et permettant donc le passigenolécules depuis la circulation
sanguine jusqu’au stroma et aux épendymocytes, passau-dela. En effet, I'épithélium
épendymaire des plexus choroides possede une reeshujonctions serrées au niveau du
pble apical. Ces cellules épithéliales présentéatitk part toutes les caractéristiques
histologiques des épithéliums sécrétoires telleslguymésence d’interdigitations complexes
au niveau du pole basal des cellules, un grand reoad mitochondries et de vésicules ou les

nombreuses microvillosités présentes au niveau dugmical.

Les interfaces du noyau arqué

De par sa proximité avec I'éminence médiane, leanogrqué est parfois présenté comme
partie intégrante d’'un complexe noyau arqué-émiaemédiane (AMC : Arcuate nucleus-
Median eminence-Complex) et assimilé, au moinsatig) a un organe circumventriculaire
(Broadwell et al., 1983; Yi et al.,, 2006). Récemindes études immunohistochimiques se
sont attachées a caractériser la BHE au niveauogtaunarqué. L'utilisation de marqueurs
spécifiques des capillaires fenéstrés tels qugdéedine (Hochmeister et al., 2006) ou PV1
[Plamalemmal Vesicle- associated protein done MECA32, (Ciofi, 2011; Ciofi et al.,
2009)] ou au contraire de protéines spécifiquescadiales endothéliales de la BHE [EBA :
Endothelial Barrier Antigen(Argandona et al., 2005); transferrine, (Ortelgtl®99)] ou des
jonctions serrées (Claudine-5 et ZO-1) a mis edange la présence d’'une BHE hétérogéne
dans le noyau arqué.

Ainsi, la partie ventro-médiane du noyau arqué, examt préférentiellement les neurones
exprimant AGRP/NPY, présenterait des capillai@sestrés, caractéristiques des CVOs
(Ciofi et al., 2009; Norsted et al., 2008). Cetteservation corrobore les résultats obtenus
apres une injection intraveineuse de protéine HR&sggeradish Peroxida3eayant montré
une coloration de la zone ventro-médiane du noyguéauniquement (Broadwell et al.,
1983). Les vaisseaux sanguins du noyau arqué verédian expriment néanmoins les
protéines constitutives des jonctions serrées, éagy) un transport des molécules par

transcytose et non pas simple diffusion (Norsteal.e2008). L'origine de ces vaisseaux reste
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a définir, néanmoins, une hypothése propose quarieses hypophysaires donnent naissance
a ces vaisseaux.

Des injections intracérébroventriculaires de HRRdawolorant bleu Evans ont par ailleurs
démontré une permeéabilité accrue de la partie iceitdire du noyau arqué (Mullier et al.,
2010; Rodriguez et al., 2005), suggérant de pasiphssages des molécules du LCR vers le
noyau arqueé.

Si le noyau arqué présente une BHE « hybride >eetzdnes de perméabilité accrues, peut-il
pour autant étre considéré comme une extensioriédenence meédiane ? L'injection de
traceurs directement dans le noyau arqué apposgt&ldenents de réponse a cette question.
En effet, la peroxydase comme le bleu trypan iégcdans le noyau arqué restent confinés a
cette structure et ne diffusent pas vers I'éminemgliane, suggérant I'existence d’'une
barriere entre 'éminence médiane et le noyau a(Reéhelyi, 1984). Cette barriére n’a pas
encore été totalement caractérisée, toutefoidalegytes de typ@1, liés par des jonctions
adhérentes et occasionnellement par des jonctemnées sembleraient étre impliqués dans sa
constitution (Rodriguez et al., 2010).

De ce paragraphe, nous retiendrons que le noyalé aagcolé a 'éminence médiane et au
3*M ventricule, occupe une position privilégiée daftsydothalamus et présente des
caractéristiques unigues en terme d’organisationsek interfaces dont les structures et

fonctions ne sont que partiellement connues.

Acces des signaux de régulation de ’lhoméostasiecégétique

Les signaux périphériques impliqués dans le camto@ntral de 'homéostasie énergétique
sont pour la plupart lipophobes et ne peuvent dbffigser librement a travers les capillaires
cérébraux. Plusieurs voies d’'acces sont possildas gue ces signaux gagnent leurs cibles
respectives dans I'hypothalamus :

- un acces régulé par des transporteurs spécifgjtigss au niveau des cellules endothéliales
de la BHE

- un accevia des transporteurs spécifiques des plexus chorgidesranscytose puis une
diffusion a travers I'épithélium épendymaire vexphrenchyme nerveux (Skipor and Thiery,
2008)

- un accesvia la zone plus « perméable » du noyau arqué vemédian précédemment
décrite (Ciofi et al., 2009; Norsted et al., 2008)s systemes de transport des signaux ne sont

pas encore totalement décodés, bien que plusietramsmes aient été proposes. Le tableau
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suivant synthétise les voies d’accés envisagées lpsuprincipaux signaux périphériques.
Nous focaliserons notre attention sur I'un d’erug, la leptine.

Tableau 2 action de la leptine au niveau des organes p&fmues
PC : Plexus Choroide

Signal Transporteur potentiel Transport
Glucose Glut-1 BHE
Ghréline GH-SR BHE (Banks et al., 2002
Insuline IR BHE et/ou PC (Banks et alj,
1997)
' Anali BHE et/ou PC (Banks et all,
reptine ObRa, megaline 1996: Zlokovic et al., 2000

Transport de la leptine au niveau central

Des injections intraveineuses de leptine radiom@&eqant permis de caractériser le transport
de 'hormone du compartiment sanguin, dans legllelcgcule partiellement liée a la forme
soluble de son récepteur ou aux protéines plasoesti(Bouret, 2008; Lammert et al., 2001)
vers le systeme nerveux central. Ces études ontréngo’en conditions physiologiques, la
leptine est transportée selon un mécanisme unitire®!| et partiellement saturable (Banks
et al., 1996; Burguera et al., 2000). L'analyse @d@boautogrammes révele un marquage du
noyau arqué, de 'éminence médiane et des plexusicdes, structures désormais identifiées
pour leur implication dans le transport de la lept(Banks, 2004; Banks et al., 1996; Banks
and Lebel, 2002; Maresh et al., 2001). Au niveaaléculaire, des études menéewitro et

in vivo ont suggéré que la leptine pénetrerait dans ceststes via un transporteur (Banks et
al., 1996; Maresh et al., 2001). A ce jour, dewtgines candidates se profilent :

- la forme tronquée du récepteur de la leptine, &bfi est exprimée dans les plexus
choroides (Devos et al.,, 1996; Tartaglia et al95)9et les microvaisseaux de la BHE
(Hileman et al., 2002; Kastin et al., 1999)

- la mégaline, protéine multi-ligands impliquée sld@s processus d’endocytose et exprimée
par les plexus choroides (Dietrich et al., 2008).

Dans I'état actuel des connaissances, les mécasigsmdransport de la leptine depuis la
périphérie jusqu’au systeme nerveux central ne s partiellement décrits mais
représentent un sujet d’étude essentiel a la cdrepston de désordres métaboliques tels que
'obésité ou la leptino-résistance présentés danseconde partie de cette introduction
bibliographique.
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Partie B. La programmation métabolique

1. Le concept de programmation
1.1. Définition

Le développement d'un individu est jalonné d'uneccassion de fenétres temporelles
critiques, souvent limitées et breves, au courguEies I'organisme est capable de s’adapter
a I'environnement dans lequel il évolue.

La période périnatale représente une phase duapperhent pendant laquelle la plasticité est
maximale et la sensibilité de l'individu aux factew@nvironnementaux d’autant plus accrue
(Fig. 14). Chez I'homme, cette période se déroulel5d™® jour gestationnel au®? jour
aprés la naissance. Chez le rat, la période pélinast comprise entre le§T®jour prénatal

et le 5™ jour postnatal (Sodoyez-Goffaux et al., 1979).
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[Source : d’aprés (Fowden et al., 2005)]

Le concept général de « programmation » suppdnigpdthése qu’un stimulus ou un stress
survenant lors de ces périodes critiques pourraitr ales conséquences a long terme sur
I'individu, et ce méme aprés la disparition du stins déclencheur (Fowden et al., 2005;
Patel and Srinivasan, 2002). Dérner a été le pmrenaieproposer le concept d'une
programmation périnatale du fonctionnement desgsyss de régulation, et donc du potentiel

prophylactique offert par cette période (Plagem&005).
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Plus particulierement, Lucas développe la notion«dg@ogrammation métabolique » qui
considéere la nutrition précoce comme un facteuralkgp de moduler prématurément le
développement de l'individu en induisant des maodiions physiologiques et métaboliques
durables (Lucas, 1991).

1.2. Programmation métabolique et obésité

Le syndrome métabolique est défini comme un ensembltroubles réunissant au moins 3
facteurs parmi les suivants : intolérance au glecbhgperinsulinémie, baisse du HDHigh-
Density-Lipoproteifcholestérol, hypertriglycéridémie, surpoids abdwah hyperleptinémie
ou encore hypertension artérielle. L'obésité, d@érssee par un indice de masse corporelle
(IMC (Kg/m2) = Poids corporel kg/ Taille?) supériea 30, est une complication de ce
syndrome et se trouve généralement associée a dérewmmdésordres endocriniens,
vasculaires, respiratoires, rhumatologiques ou agglies.

L’'obésité représente un probleme majeur de sanbdiqoe en constante expansion non
seulement chez I'adulte mais aussi dans la popul@tifantile ('Organisation Mondiale de la
Santé estime a 700 millions le nombre d’individugs#s pour 2015 contre 400 millions en
2005 au niveau mondial). Un ensemble de cause$é ap@posé pour expliquer le
développement de la maladie : causes génétiqueepriénétiques, psychologiques,
endocriniennes ou environnementales (Arner, 2008ied et al., 2005; Taylor and Poston,
2007).

Il est désormais reconnu que le statut nutritioretehormonal de la mere est un facteur
déterminant dans la genése de la maladie. Aingipteept de programmation métabolique
suppose l'existence d’'une origine précoce au syndramtabolique et a I'obésité (Eckel,
2005; McMillen and Robinson, 2005)

1.2.1. L’hypothése du phénotype économe

Dans les années 60, Neel émet I'hypothese d’'umetgge économe », sélectionné au cours
de I'évolution pour permettre a I'organisme de présr ses réserves énergétiques pour lutter
contre les périodes de famine et de restrictiomeitaire (Neel, 1962). Hales et Barker
généralisent le concept trente ans plus tard etogey qu’un « phénotype économe » s’est
installé au cours des siécles ponctués de péridedamines. Ces auteurs proposent qu’un
environnementn utero limité en nutriments puisse induire une croissaioetale réduite et

orientée vers des adaptations des métabolismedndealine et du glucose permettant a
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I'organisme de survivre a de futures conditiongitiahnelles restreintes (Hales and Barker,
1992). Le « phénotype économe » a été observénsucahorte d’'individus masculins congus
au cours de la famine hollandaise de I'hiver 19845ldont les méres ont été sous-alimentées
pendant leur grossesse (ration alimentaire de 4800akcal/jour). Les résultats des études
menées sur cette cohorte mettent en évidence gumdaieidus présentent de plus fort taux
d’obésité ou de maladies cardiovasculaires en coargma avec les individus dont la mere a
été normalement alimentée. Les troubles dévelogpés d’autant plus importants que la
période de sous-alimentation maternelle est suevdous de la premiére moitié de la
grossesse (Painter et al., 2005; Ravelli et al.619ans leur hypothése de « phénotype
économe », Hales et Barker établissent une relatidre faible poids de naissance associé a
un retar de croissance intra-utérin et risque deldgper un diabéte de type 2 (non insulino-

dépendant).

1.2.2. Le poids de naissance : un indicateur ddspadulte ?

Il est aujourd’hui admis que le poids de naissacmestitue un indicateur du devenir de
l'individu en termes de prédisposition a dévelopdes troubles métaboliques. Plusieurs
études ont montré que les individus dont la mea# ébése et/ou diabétique présentaient de
gros poids de naissance et étaient prédisposégeaidebéses ou insulino-résistants a I'age
adulte (Eriksson et al., 2003; Gluckman and Hans2004; Gluckman et al., 2005).
(Eidelman and Samueloff, 2002)Ainsi, les individugs avec un petit poids de naissance
comme ceux nés avec un gros poids de naissanceusmaptibles de développer des troubles
métaboliques similaires a I'age adulte ; néanma@osun mécanisme commun aux deux
situations n’a été mis en évidence. Eidelman preppe les individus nés avec un gros poids
de naissance dont la mére présente des désordtabaliques et endocriniens seraient
surexposés a ces dérégulations (hyperleptinémiehwtéerinsulinémie) (Eidelman and
Samueloff, 2002).

La prédisposition a a I'obésité des individus néscaun gros poids de naissance échappe au
concept du phénotype économe. En réponse, Gluckli@aeloppe le concept de réponse
programmeée fredictive adaptative responsstipulant une adaptation périnatale au futur
environnement postnatal. A l'inverse du concept«dghénotype économe », la « réponse
programmeée» n’induit donc pas obligatoirement deslifitations bénéfiques pour le feetus

in utera
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Les modifications du schéma développemental sunténaitero sont parfaitement adaptées
lorsque I'environnement postnatal est en contindt&c I'environnement périnatal, et
conferent un avantage de survie a l'individu. Léguepidémiologique des individus ayant
subi la famine de Saint-Petersbourg entre 194044 lllustre bien ce concept. En effet, les
données démographiques indiquent que la restricadorique maternelle n’a pas eu d’effets
délétéres significatifs sur la descendance, cetteiéte ayant évolué dans un environnement
postnatal particulierement appauvri (Stanner et1#97). En revanche, les adaptatioms
uterodeviennent néfastes lorsque I'individu se trouveflmmté a un environnement postnatal
différent de I'environnement foetal ou si le reamgnt du milieu extérieur par le feetus est
faussé (Gluckman and Hanson, 2004; Hales and B&lr8p).

Récemment, des études ont proposé l'existence daptenotype gaspilleur », symétrie du
« phénotype économe » chez le rat. Dans ce mddélescendance de rates nourries avec un
régime riche en graisses présente un phénotypgagtne ou dépensier et se trouve protégée
contre le développement de I'obésité (Ferezou-V&tlaal., 2007a; Gallou-Kabani et al.,

2007). La caractérisation des mécanismes de pimtetis en jeu reste encore a définir.

2. Périodes gestationnelles et postnatales

2.1. Période périnatale et développement de I'hgdamus chez le rongeur

Le développement hypothalamique du rat présentpaldicularité de débuter au stade

embryonnaire et de se poursuivre pendant la pénmd¢natale (Bouret, 2010; Markakis,

2002). Au cours cette période, plusieurs mécanistaliglaires se succedent pour former les
circuits hypothalamiques participant au controlentk@ de I’homéostasie énergétique :

neurogenése - migration neuronale - mort cellulag®issance axonale - synaptogenése.

La neurogenese hypothalamique et la migration eétlilont lieu a la mi-gestation, tandis

que la mise en place des connections entre le&reliffs noyaux hypothalamiques se construit
pendant la période postnatale (Bouret, 2010).

2.2.1. Cinétique de développement des circuits thglamiques

Le développement de I'hypothalamus est initié aeanil de la vésicule diencéphalique. Chez
le rat, il est possible de distinguer la structtgecbrale correspondant au futur hypothalamus
a partir du 12™jour embryonnaire, noté E12 (Altman et al., 1986).

Le développement hypothalamique débute par la getesellules neuronales progénitrices a
partir du neuroépithélium du™® ventricule. Ces progéniteurs neuronaux sont dglive des
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neurones postmitotiques destinés a coloniser diités régions de [I'’hypothalamus
correspondant aux futurs noyaux hypothalamiquestdgrécédemment

Neurogenese

Chez le rat, I'utilisation de traceurs tels queBlelU capables de s’incorporer a 'ADN au
cours de la phase S du cycle cellulaire a permidéerminer les périodes de neurogenése
dans les différentes zones de I'hypothalamus (Altewad Bayer, 1986; Ifft, 1972). Ainsi, le
pic de neurogenéese dans I'hypothalamus latérabtla tieu au stade E12-E13, tandis que
celui de I'hypothalamus médian a lieu au stade E18- La neurogenése est plus tardive dans
la zone périventriculaire de I'hypothalamus, auwst&16-E17, a I'exception des neurones
parvocellulaires du noyau paraventriculaire dorgitede neurogenese a lieu a E12-E13.

A I'échelle des noyaux hypothalamiques, la neuregerdes noyaux dorso et ventromédian
se déroule respectivement entre E12-E16 et E13-E€lle, du noyau paraventriculaire entre
E13 et E15 et celle de l'aire hypothalamique ld&entre E12 et E13. Le noyau arqué
présente une période de neurogenese plus longitaelesit de E12 a E17 (Bouret, 2010;
Markakis, 2002; Simerly, 2008).

Développement des projections neuronales

La mise en place des projections neuronales &drdifférents noyaux hypothalamiques est
essentielle au fonctionnement de I'hypothalamus. pBmessus a été étudié a l'aide de
traceurs tels que le Dil (1,1’-Dioctadecyl 3,3,3T&tramethylindocarbocyanine Perchlorate)
(Bouret et al., 2008). Cette étude montre que teggtions neuritiques émanant du noyau
arqué commencent a atteindre le noyau dorsomédiaartit du 6 jour post-natal (P6), le
noyau paraventriculaire entre P8 et P10 et l'aigpothalamique latérale a la fin de la
deuxieme semaine post-natale (P12). La mise ere plas projections n’est achevée qu'a
lissue de la $"semaine de vie postnatale. En regard des autgesimdypothalamiques, le
développement des projections du noyau arqué estaidif. En effet, un circuit indépendant
s'établit entre le noyau dorsomédian et le noyaayEntriculaire et I'aire hypothalamique
latérale a partir de P6 et des projections en mravee du noyau ventromédian contactent
I'aire hypothalamique latérale a P10 (Bouret ande®ly, 2007)(Fig. p).
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AVPV

Figure 14: développement des projections hypothalamiques

[Source Bouret et al., 2004]

Le phénotype peptidergique des projections du nayqué au cours du développement n’est
pas encore complétement compris car si 'ontogdegeneuropeptides hypothalamiques a fait
I'objet de plusieurs études par le passé (Morital.etl992 ; Wang et al., 1992), les résultats
doivent cependant étre interprétés avec prudenteeffiet, les mesures d’immunoréactivité
effectuées dans ces études ne permettent pas aeniier les variations de densité des
terminaisons axonales, qui refletent I'organisati@s circuits neuronaux, des modifications
de la synthese, du transport ou de la libérationalwropeptide. Nous retiendrons que le NPY
présente la particularité d’étre exprimé transgéimient et localement dans plusieurs noyaux
hypothalamiques pendant le développement postraatat; un pic d’expression génique au
stade P15-P16, a la difféerence d’AgRP dont I'exgices est maximale a P11 et confinée au
noyau arqué (Grove et al., 2003; Grove and SmAb3p Cette propriété, ainsi que la stricte
colocalisation du NPY avec 'AgRP ont été utilisgesur caractériser I'ontogenéese des
projections NPYergiques du noyau arqué au moyerdalébles marquages NPY-AgRP
(Broberger et al., 1998; Grove et al., 2003). Cg®gences montrent que le développement
des projections NPY du noyau arqué n’est acheva tissue de la %' semaine de vie
postnatale, et souleve donc des questionnementsssarécanismes de régulation de la prise

alimentaire au début de la période postnatale (eugual., 2005; Proulx et al., 2002).

2.2.2. Signaux développementaux

Le développement des circuits hypothalamiques eat de contrble de divers facteurs
trophiques tels que linsuline (Bouret et al., 2))0& ghréline (Steculorum and Bouret, 2011)
et la leptine que nous détaillerons plus particatigent.

L’utilisation de modeles murins déficients en lepti(souris ob/ob) ou en son récepteur

(souris db/db) a permis de mettre en évidence licapbn de I'hormone dans le
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développement de I'encéphale. Ces souris préseioigiels deux une masse cérébrale réduite
et un profil d’expression des protéines glialesatronales immature (Udagawa et al., 2007).
Les souris ob/ob ne présentant pas de caractéestighénotypiques marquées en terme de
prise alimentaire ou de poids corporel avant®& &maine de vie postnatale, une premiére
hypothése a proposé que I'hypothalamus n’étaitspasible a I'action de 'hormone pendant
la période néonatale afin d’optimiser croissancsuetie en maximisant la prise alimentaire
(Mistry et al., 1999; Proulx et al., 2002). Une aete hypothese a ensuite suggére
limmaturité des structures hypothalamiques pendzeite période (Ahima et al., 1998;
Bouret et al., 2004; Grove et al., 2003).

Les effets développementaux de la leptine

Ontogénie de la leptine pendant la période gestagide

La leptine comme sont récepteur sont exprimésepasrigeur pendant la gestation (Hoggard
et al., 1997; Udagawa et al., 2006). Le role dgyedonental de la leptine pendant la période
foetale a été mis en évidence chez les souris otiolh,les foeetus présentent une diminution
du nombre de cellules neuroépithéliales dans exaérébral a E16 (Udagawa et al., 2006).
Ce phénotype est susceptible d’étre atténué pamdmenistration de leptine exogene dans
I'embryon de souris au stade E14.

Chez le rat, les niveaux circulants de leptine st@tectables a partir de E19 et augmentent
pour atteindre les niveaux plasmatiques présents lehmere en fin de gestation (Kawai et
al., 1997). Des expériences d'injections de leptimdiomarquée chez la rate gestante ont
montré que I'hormone était capable de traversebdaiere foeto-placentaire pour étre
transférée au feetus (Smith and Waddell, 2003).

Ontogénie de la leptine pendant la période podtnata

A la naissance, les niveaux de leptine du ratonechudrastiquement pour augmenter de
facon spectaculaire pendant les deux premiéeresisemde vie (Ahima et al., 1998; Smith
and Waddell, 2003). On estime en effet que lesanixade leptine circulante sont multipliés
par 5 a 10 fois entre I€F et le 12™ jour de vie postnatale. L’augmentation spectacelai
des niveaux de leptine circulante n’étant corr@éicune variation de la masse adipeuse ou
a des facteurs connus pour stimuler la sécrétiotepliine a I'age adulte (ex : insuline et
glucose), la signification physiologique du pic p@dal de leptine est longtemps restée sans

réponse (Cottrell et al., 2009). L'une des hypatkesvancée propose une origine maternelle a
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la leptine détectée chez la descendance. Cettedeserait véhiculée par le lait maternel et
absorbée par un systeme digestif encore immatuee tzh descendance (Casabiell et al.,
1997). Si aujourd’hui le pic postnatal de leptireste toujours partiellement incompris,
I'implication du pic postnatal de leptine dans &veloppement des réseaux hypothalamiques
contrélant la prise alimentaire est désormais ae(Bouret et al., 2004; Bouret and Simerly,
2004). Ces études montrent que les défauts detogemiese mis en évidence dans le noyau
arqué des souris ob /ob peuvent étre contrecaaredgs injections de leptine entre les stades
P4 et P12. La leptine se comporterait alors commdaateur neurotrophique stimulant la
croissance axonale. Son action serait cependaneirge a la période postnatale puisque le
traitement de souris ob/ob adultes avec de larlepte permet pas de restaurer une densité de

fibres neuronales comparable a celle des sounsagas.

Le réle neurotrophique de la leptine a aussi éeren évidence dans des structures extra-
hypopthalamiques telles que le cortex cérébral €¥al et al., 2006). A I'échelle de
'organisme entier, des études ont montré que péinke exercerait aussi un réle dans le

développement des organes périphériques (Attiy,e2Gl1; Kirwin et al., 2006).
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Syntheése : le développement de I’hypothalamus vemmeédian

Chez le rongeur, les circuits hypothalamiques &dautit la prise alimentaire se mettent len
place au cours de la vie foetale et périnatale. pdklyalamus se développe a partir de la
vésicule diencéphalique. La neurogenése hypothglemprésente un pic au niveau latéral
aux 12 et 13 jours de la vie embryonnaire (E12-E13) et au niveériventriculaire a E16-
E17.

Les projections axonales émanant du noyau arquénemicent a atteindre le DMH afijéur
post-natal (P6), le PVN a P10 et 'AHL a la fin te deuxiéme semaine post-natale.'Le
développement de ces voies hypothalamiques n’démvacqu’a l'issue des trois premieres
semaines de vie postnatale. Ce développemennfistricé par nombreux facteurs dont
I'insuline ou la leptine (Simerly, 2008).

La période postnatale est caractérisée par une enigtion brutale et transitoire des taux
circulants de leptine chez la descendance. Siuétaé n’est pas encore totalement compris,
son implication dans le développement des projestizeuronales du noyau arqué vers, les

noyaux de # ordre a été démontrée par des expériences dgéraganal.
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A —B : la leptine induit la neuritogenese sur dgsl@nts de noyau arqué de souris ob/ob
C : les taux de leptine circulant chez la souri&spntent un pic lors de 18"2 semaine de vie
postnatale.
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2.2. Période périnatale et leptino-résistance malier

2.1.1. La leptino-résistance : présentation

Définition, mécanismes et modeles animaux

La découverte de la leptine a d’abord laissé eoirede nombreuses perspectives
thérapeutiques pour traiter I'obésité, avant qua Itonstate que la plupart des individus
obeses présentaient des taux de leptine plasmatigoienalement élevés, conséquence de
leur adiposité, mais s’avéraient incapables de némo a l'action de I'hormone. Ainsi
I'obésité est classiquement associée a I'hyperiépiie et la leptino-résistance.

Les mécanismes sous-tendant linstallation de [atife-résistance ne sont pas encore
totalement compris, cependant des hypothéses ssegeldtg(Myers et al., 2008). Plusieurs
études ont en effet montré que le transport degtrle de la périphérie vers ses cibles dans le
systeme nerveux central était altéré dans des eodébésité (Banks et al., 1996; Burguera
et al.,, 2000; Caro et al., 1996; Kastin et al., 999d’autres ont proposé des défauts de
signalisation de I'hormone, liés & une diminutidexgression du récepteur (Martin et al.,
2000) ou a une augmentation de I'expression deesépurs de la voie leptine comme SOCS-
3 et PTP-1B (Munzberg et al., 2004; Picardi etZ8lQ8; Shimizu et al., 2007).

Plusieurs modéles animaux d’obésité associée dperte de sensibilité a la leptine ont été
développés pour tenter de comprendre les mécanidimssallation de la leptino-résistance
(Beck, 2000) :

- le modele «DIO » Ofiet Induced Obesi}y pour lequel I'obésité est induite par
I'administration d’un régime hypercalorique (typgokrlipidique ou hypersucré). En effet, il
est désormais connu que les régimes désequilibypsrdaloriques sont responsables de
I'installation de I'obésité associée a un étatajgiho-résistance.

- des modeéles génétiques présentant des défaxigrebsion ou de sécrétion de I'hormone
(souris ob/ob), ou de son récepteur (souris divatb,Zucker fa/fa, rats Koletsky)

- la résistance a la leptine peut par ailleurs &tnesmise au cours de la vie fcetale et/ou post-
natale par la mere. L’alimentation maternelle inficerait I'environnement métabolique et
endocrinien de sa descendance, la protégeant préthsposant a développer des troubles
métaboliques. Cette « empreinte métabolique madtemepeut affecter a long terme la
sensibilité a la leptine de la descendance et com@ul’installation d’'une leptino-résistance

au niveau hypothalamique persistant jusqu’a I'ajdta (Ferezou-Viala et al., 2007a)
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Contrecarrer la leptino-résistance avec le CNTF

Parce gu'il partage des voies de signalisation cones avec la leptine et qu’il exerce une
action anorexigéne, méme dans des situations tiadegsistance (Lambert et al., 2001), le
CNTF (Ciliary Neurotrophic Factoy représente non seulement un outil moléculairer pou
I'étude de ce phénomene (Benomar et al., 2009)s raassi un outil pharmacologique
potentiel dans le traitement de l'obésité dont dus a paru nécessaire d’élucider les

mécanismes d’action.

Découverte

Le développement des cellules nerveuses est ptace s contrble de facteurs trophiques
responsables de la survie, de la différenciatios dellules et de I'émission de leurs
prolongements. Plusieurs molécules, baptisées meplihes, telles que le NGRNérve
Growth Factor),le GDNF (Glial cell line-Derived Neurotrophic Factyrle BDNF @rain-
Derived Neurotrophic Factdrou encore le CNTFJjliary Neurotrophic Factor)ont été mis
en évidence (Adler et al., 1979). D’abord étudi@rpson implication dans la survie des
neurones parasympathiques du ganglion ciliaire déep@Barbin et al., 1984; Helfand et al.,
1976), le rdle du CNTF dans divers processus biglasg, et notamment dans le controle de

I’'homéostasie énergétique, n'a cessé de s'étoffpuid.

Séquence et structure

Le CNTF est le produit d'un gene composé de deaxgséparés par un intron localisé sur le
chromosome 11 chez I'homme (Negro et al., 1991). domnparaison des séquences
nucléotidiques et protéiques entre les formes hoeaate (Stockli et al., 1989) et lapines
(Lin et al.,, 1990; Lin et al., 1989)du CNTF ont &¥ un fort degré de conservation
(pourcentage d’homologie de séquence de 86% eargr®imes rate et humaine) suggérant le
réle essentiel joué par cette neurotrophine auscder’évolution.

Le CNTF est une protéine de 200 acides aminés D23 dont la structure primaire indique
'absence de peptide signal ainsi que de potensiés de glycosylation ou de régions
hydrophobes ; c’est pourquoi le CNTF a été classiples protéines cytosoliques plutdt que
parmi les protéines sécrétées (Stockli et al., 19&8Rtte particularité souleve des
questionnements quant au mode d’action de la ayofjui seront présentés et étudiés par la

suite.
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Tout comme la leptine, la structure tertiaire duTENorésente quatre hélicasantiparalleles
(Fig. c), caractéristiques de la famille des cytekde classe | (Bazan, 1991; Kruttgen et al.,
1995). Ces hélices recélent les motifs aminésam@s constituant les trois sites de fixation
du ligand sur son récepteur. Des mutations sussites (Kallen et al., 1999) ont permis de
créer des protéines mutées utilisées comme owinpdcologique a des visées de recherche
fondamentale ou clinique (Pretti et al., 2003) sgriont détaillées dans le paragraphe traitant
des effets du CNTF.

Figure 15: structures
tridimensionnelles du
CNTF (A), de I'lL-6 (B)
et du LIF (C)

[Source :(Heinrich et
al., 1998)]

o

Le CNTF est composé
de quatre hélicesa
antiparalleles, structure
commune a la famille de
de l'interleukine 6.

Svynthése et sécrétion

Le CNTF est exprimé par les différents types deulss des systemes nerveux périphériques
et centraux (Friedman et al., 1992; Stockli et #889); en revanche, dans des organes
périphérigues tels que la peau ou surtout le mubkadeniveaux d’expression du CNTF sont
par comparaison quasi-nuls (Stockli et al., 1989).

Dans le systeme nerveux périphérique, le CNTF wgtiraé par les cellules de Schwann
(Gupta et al., 1992; Rende et al., 1992; Sendtnalr,€1994). Hormis dans certaines zones du
systeme nerveux central que sont le bulbe olfdesfnerfs optiques et la moelle épiniéere, en
conditions basales (i.e non Iésionnelles), les enmmations de CNTF dans le systeme nerveux
central sont faibles (Dallner et al., 2002; Stoeklal., 1991). Dans I'hypothalamus, le CNTF
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est exprimé par 90% des astrocytes et 75% deomesirdu noyau arqué (Vacher et al.,
2008). Si d'autres noyaux hypothalamiques tels gu@oyau paraventriculaire ou l'aire
hypothalamique latérale expriment aussi la cytokiagroduction hypothalamique de CNTF
serait néanmoins plus importante dans le noyaléai@juservation du laboratoire).

Le CNTF n’est pratiquement pas exprimé au courdé&eloppement embryonnaire (Ip et al.,
1996), ce n'est qu’'en période postnatale que leganx d’ARNM-CNTF deviennent
détectables pour atteindre leur niveau d’expressiéfinitif quatre semaines apres la
naissance (Sendtner et al., 1994; Stockli et aB9)l9Les souris invalidées pour le gene
codant le CNTF sont viables et ne présentent pagpldmotype majeur, hormis une
diminution du nombre de motoneurones ainsi qu’é@gele atrophie musculaire a I'adge adulte
(Masu et al., 1993). D’autre part, une étude épidimique réalisée sur la population
japonaise a montré que 2,5% de la population ptéseme mutation nulle homozygote pour
le gene codant la cytokine sans phénotype neumlegissocié (Takahashi et al., 1994).
L’expression du CNTF est positivement régulée gomée a des atteintes cérébrales. En
effet, les niveaux d’expression génique et protéidueCNTF augmentent en réponse a des
épisodes de lésions cérébrales mécaniques (Ip .et1893b; Lee et al.,, 1997) ou
excitotoxiques (Haas et al., 2004). Le rdle dedactésionnel a d’ailleurs été proposé pour la
cytokine (Adler, 1993; Sendtner et al., 1994). Paqu'il ne possede pas de séguence
d’adressage a la membrane plasmique, le CNTF aé pas sécrété par les voies d’exocytose
classiques. Néanmoins, la cytokine a été deétectdrs ¢b compartiment plasmatique, y
compris chez le sujet sain (Vergara and Ramiref4R0Plusieurs hypothéses ont été
développées pour expliquer la libération de la kiyie. La premiére hypothése mentionnée
proposait que le CNTF soit libéré apres lyse dedHbule pour jouer le role de facteur
lésionnel mentionné précédemment (Sendtner et397; Thoenen, 1991). Les détracteurs de
cette hypothese présentent cependant qu’il sezaitr@ntable pour les cellules d’'un point de
énergétique de synthétiser un peptide dont le pbieiologique serait uniquement lié a leur
lyse, phénoméne en outre relativement rare. Unensiechypothése propose que le CNTF
serait sécrété selon un mode non conventionnelpmha sont d’autres protéines dénuées de
peptides signal telles que l'lLB1(Rubartelli et al., 1990)ou le FGH-ibroblast Growth
factor) par exemple (Florkiewicz et al., 1995). La P-gpy¢oprotein B, localisée a la
membrane astrocytaire (Pardridge et al., 1997) et dexpression est augmentée en cas de
lésion neuronale, c’est-a-dire lorsque les niveatracellulaires de CNTF augmentent, a été

proposée comme transporteur potentiel.

69



Introduction bibliographique - Partie B

Par ailleurs, la CLF, capable de se lier aux sou®siréceptrices du CNTF, crée un
complexe avec les formes solubles du récepteur g sécrétée dans le milieu
extracellulaire (Elson et al., 2000). Un mécanisinailaire a été décrit pour les interleukines
12 et 20 et pourrait donc étre envisageé pour le ENT

Enfin, une derniére hypotheése propose un mécanisaction intracellulaire pour le CNTF.
Cette derniere hypothése a été valigdéritro sur des cultures d’astrocytes (Monville et al.,

2002) mais restait jusqu’a ce jour inexplomgéivo.

Signalisation
La signalisation du CNTF

Présentation succincte

Le récepteur du CNTF appartient a la superfamille ddgokine de classe | qui englobe la
sous-famille de [linterleukine-6 ou famille des digdls de gp130glycoprotein 13D
comprenant IL-6, IL-11, LIF lleukaemia Inhibitory Factdy OSM (oncostatine M), CT-1
(cardiotrophine 1), CNTF, CLGC@ardiotrophin-Like-Cytokineet NP (neuropoiétine) (Allen
et al.,, 2011). La gpl130 est un élément commun deatesduction du signal associée aux

complexes récepteurs de ces cytokines.

A B

Figure 16: la famille des ligands de
gp130 et leurs récepteur

[Source : (Allen et al., 2011; Heinrich et
al., 2003)]

Les récepteurs de la famille de I'lL-6 sont dest@ires de type | (extrémité N-terminale
extracellulaire et présence d'un domaine transmandire). La région extracellulaire
comporte les domaines CBLICytokine Binding Domajn fibronectine 1l et Ig-like. Le
domaine CBD est composé d’environ 200 acides anghésnstitué de deux sous-domaines :
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une région N-terminale comportant de 4 résidusényss conservés et une région C-
Terminale contenant le motif WSXWS.

A l'exception du CNTFR, les récepteurs aux cytokines de classe | présente domaine
transmembranaire composé de 22 a 28 acides arhegsecepteurs aux cytokine de la sous-
famille de I'lL-6 ne possedent pas d'activité tyrms kinase intrinseque, leur segment
cytoplasmique est donc constitutivement associédesaprotéinedanus Kinaseermettant
d’induire I'activation du récepteur et la transdantdu signal (Stahl and Yancopoulos, 1994).

LIFR OSMR api30
—
o _ Figure 17 : les récepteurs aux
() () cytokines de classe |
b4 =4 — ..
() () () [Source: (Heinrich et al,
= = = 1998)]
L = o]
IL-6R IL-11R CNTFR |>_<| |>_<] |>-<] . . . .
— — = Ladimérisation des sous-unités
P P Y P 4 i L, .
[ [ ] | | B receptrices permet la
— b4 g - -_— -_— . .
= = [ ) () @ transduction du signal.
6 8 & & & 8
1 = + 1 L 1
O 0 2 =
= g =
9, = LJ
Domaine Ig-like -
Domaine Fibronectine III
Domaine CRH

Les récepteurs aux cytokines de la famille de Bllforment des complexes composés
d’homodimeres de sous-unités gpiB@. 16A) ou chétérodiméres gpl30/LIF-R.eukaemia
Inhibitory Factor Receptr(Fig. 16B).La dimérisation des sous-unités permet la trangmuct

du signal.

Le récepteur du CNTF
La transduction du signal du CNTF est assurée pagcepteur tripartite composé des sous-
unités suivantes :

- une sous-unité réceptrice: le CNTFRx (Ciliary Neurotrophic Factor Receptar)

- deux sous-unités réceptricBs la gpl30 ¢lycoprotein 13D et le LIF-R (eukaemia

Inhibitory Factor Receptqr
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La sous-unité réceptriae: le CNTERx

La sous-unité réceptriae est codée par un gene localisé sur le chromosorhe®I’homme,
comportant aussi le gene codant pour le réceplindll avec lequel le CNTFR présente
des homologies structurales. La protéine matur€é d€FRa comporte 352 acides aminés (~
72kDa). Cette protéine posséde 4 sites potentieldNdgycosylation ainsi qu’'un pont
disulfure (Heinrich et al., 1998). Le CNTBEBRontient des domaines CBD et un domaine Ig-
like en partie amino-terminale, caractéristiques deepteurs aux cytokines de classe | (Fig.
17). D’autre part, le CNTHRne présente pas de segment transmembranaire rinolairee
intracellulaire ; il est ancré a la membrane plgsim par un groupement GREIlfycosyl-
Phosphatidyl-Inositgl susceptible d’étre clivé par la phospholipase donnant ainsi
naissance a une forme soluble de la sous-unitétrémea : le SCNTFRI. Cette forme
tronquée a été détectée dans le liquide céphalodian ainsi que dans le milieu de culture
d’explants musculaires, suggérant un réle physiqleg pour cette molécule (Davis et al.,
1993a). D’autre part, I'incubation de sCNTéRlans le milieu de culture de cellules TF-1
n'exprimant que les sous-unités réceptrifeslF-R et gpl30 et provenant d’'une lignée
cellulaire de patient atteint d’érythroleucémieduirait une réponse biologique (Gearing et
al., 1994). Comme suggéré pour la forme solublBlle@R, la forme soluble de la sous-unité
o du récepteur au CNTF serait capable de potertidhsréponse au CNTF.

L’expression du CNTFR est majoritairement attribuée au systeme nervdiaciennan et
al., 1996) ainsi qu'au muscle squelettique (Helgeeral., 1994), cependant le CNTé&R
aussi été détecté dans plusieurs organes pédplsérinotamment dans les reins (Ip et al.,
1993b; Yang et al., 2001), le foie (Hu et al., 2008 tissu adipeux (Zvonic et al., 2003), les
poumons, la moelle osseuse (Bellido et al., 1996GMgor et al., 2010), ou encore le cceur,
les testicules, I'estomac, la rate et les glande€sales (Ip and Yancopoulos, 1992).

Le CNTFRx a été mis en évidence dans les neurones des ggstéenveux central et
périphérigue (Ip and Yancopoulos, 1992; Lee et18197; MacLennan et al., 1996) et, dans
une moindre mesure, dans les cellules gliales,nmont dans les astrocytes (Carroll et al.,
1993; Dallner et al., 2002; Yokota et al., 2005gxpression de cette sous-unité réceptrice est
stimulée dans des structures spécifiques du systeamnesux central telles que le cortex
cérébral, I'hnippocampe, le striatum ou la moellm@&pe en réponse a des épisodes de lésions
(Choi et al., 2004; Lee et al., 1997), d’ischénitark et al., 2000) ou d’hémorragie (Yokota et

al., 2005) et inhibée au niveau des nerfs opticgiade la rétine lorsque ces structures sont
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lésées (Miotke et al., 2007). Plus spécifiquemelains I'hypothalamus, le CNTERest
exprimé par les neurones et les astrocytes dumsgss&créteur magnocellulaire regroupant
les noyaux supraoptiques et paraventriculaires {(\&taal., 2009). Dans le noyau arqué, le
CNTFRo a été mis en évidence aussi bien dans les neugoeedans les astrocytes (Vacher
et al., 2008).

La séquence du CNTFERest extrémement conservée entre différentes espdoamme,
souris, rat, chien, suggérant le role essenti¢éhdmus-unité réceptrice (Beltran et al., 2003).
Contrairement a son ligand, le CNTé&Rst exprimé dées I'dge embryonnaire. Les modéles de
souris dont le géne codant le CNTéFR été invalidé présentent de profondes altératiass
motoneurones de la moelle épiniére et du tronchecékéainsi qu’une incapacité a téter
conduisant a une mort néonatale (DeChiara et @05)1 Le décalage d’expression entre le
CNTF, protéine ligand, et le CNTIER protéine réceptrice, au cours du développement
embryonnaire, pourrait étre expliqué par la cagagdit CNTFR a se lier a d’autres ligands.
En effet, si le CNTFR a initialement été présenté comme la sous-unitE&ptéice spécifique

du CNTF, cette dénomination est désormais remiseaese. Il a notamment été démontré
que le CLC Cardiotrophin-Like-Cytoking(Elson et al., 2000) ou la neuropoiétine (Derouet
et al., 2004) étaient aussi capables de se liI€EMUFRa, car présentant un site de liaison
similaire a celui du CNTF (Rousseau et al., 2008).

La liaison du CNTF a la sous-unité réceptmcest suivie par le recrutement des sous-unités

réceptrice.

73



Introduction bibliographique - Partie B

Les sous-unités réceptric®s le LIF-R etla gpl30

Chez 'homme, les genes codant le LIF-R et la gek8Q localisés sur le chromosome 5. Les
caractéristiques de ces deux sous-unités récepficgont présentées dans le tableau ci-

dessous (d’aprés (Heinrich et al., 1998)).

Tableau 3. caractéristiques des sous-unités réceptrices3Qpt LIF-R

gp130 LIF-R
R
domaine extracellulaire 597 789
segment transmembranaire 22 26
domaine intracellulaire 277 238
Poids moléculaire (kDa) 130 190
Nombres de ponts disulfures 5 5
Sites de N-glycosylation 10 19

De facon similaire a I'lL-6R, des formes solublesgipd 30 (Garbers et al., 2011; Jostock et
al., 2001) et de LIF-R, générées par épissagenatieront été mises en évidence dans la
circulation sanguine et le compartiment extracaltel (Chambers et al., 1997; Owczarek et
al., 1996; Pitard et al.,, 1998). Les sous-unitésepé&ices3 présentent un patron de
distribution trés large. Ainsi, le LIF-R a été idée dans des organes périphériques :
ostéoblastes (Allan et al., 1990), cellules hémaitetigues (Hilton et al., 1991) ainsi que dans
le systéme nerveux périphérique (Hendry et al..2198u niveau central, cette sous-unité
réceptrice est particulierement exprimée par lesarees des régions sensorielles et motrices
(Ip and Yancopoulos, 1992) de I'encéphale ainsi dpues les astrocytes de I'’hippocampe et
du cortex cérébral (Murphy et al., 1995; Yamakurale 1996). Dans I'hypothalamus, le LIF-
R est exprimé dans les noyaux dorsomédians, paradaires et arqués (Wang and
Brattain, 2006; Yamakuni et al., 1996). Dans ceni@ernoyau, la distribution du LIF-R est
astrocytaire comme neuronale (Vacher et al., 2008ptrairement au CNTF, le LIF-R est
exprimé au cours du développement embryonnaire @iwal., 1994) et participerait
notamment au développement de I'axe hypothalamojityysaire (Ware et al., 2005). Les
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souris déficientes en LIF-R présentent une dimamutisignificative du nombre de
motoneurones (Li et al., 1995), phénotype similagrecelui des souris déficientes en
CNTFRa, ainsi qu’une perte en astrocytes (Koblar etl®198; Ware et al., 2005).

La sous-unité gpl130 est elle aussi largement ex§ariau niveau central et périphérique. Plus
précisément, dans le noyau arqué, gpl30 est expri@édes neurones et par des astrocytes
(Vacher et al., 2008). Un modéle de souris défteigen gpl130 a montré le réle essentiel joué
par la protéine pendant la période embryonnaire&kdBlaima et al., 1999). En effet, tout
comme pour le LIF-R ou le CNTKR les souris déficientes en gp130 ne sont pasesadt
présentent des altérations développementales sé{&@ha et al., 2004; Sims, 2009; Yoshida
et al., 1996).

Activation du récepteur du CNTF

En absence de CNTF, les trois sous-unités précédatrmécrites ne sont pas présentes sous
forme de complexe récepteur a la membrane plasmigupremiere étape de la signalisation
nécessite la fixation du CNTF a la sous-unité CN@FERes dimeres ainsi formés s’associent
avec la sous-unité gp130 ou avec la sous-unitéR_fleur former un complexe récepteur actif
hexamérique composé de 2 CNTF, 2 CNGFR gp130 et 1 LIF-R.

L’affinité du CNTF pour les sous-unités composa s2cepteur varie. Ainsi si I'affinité du
CNTF pour le CNTFR est faible au départ (Kd = 1,8:94), elle devient plus élevée lors du
recrutement des sous-unités réceptrfg@sduisant la formation d’'un complexe hexamérique
de haute affinité (Kd = 6,8.178M) (Gearing et al., 1994).

L’hétérodimérisation des sous-unités réceptrifemitie la transduction du signal via
I'activation des protéines JAK. Ces kinases sontstitmtivement associées aux domaines
cytoplasmiques des sous-unités LIF-R et gp130tetest les sous-unités gp130 et LIF-R par
transphosphorylation.

Notons cependant qu'en présence de concentratimvees de CNTF dans le milieu
extracellulaire, ce dernier peut activer les valessignalisation en I'absence de CNTRFRN

se liant au récepteur du LIF ou de I'lL-6 (Gearatal., 1994; Monville et al., 2002; Schuster
et al., 2003), soulignant la variabilité des cilpesentielles du CNTF.
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Les voies de signalisation du CNTF

Les voies de signalisation empruntées par le CNoFf en grande partie communes a celles
de la leptine, c’est-a-dire : JAK/STAT (Lambertadt 2001; Stahl and Yancopoulos, 1994) ;
IRS/PI3K/Akt (Alonzi et al., 2001), MAPK (Dolcet al., 2001; Park et al., 2004) et AMPK
dont le CNTF inhibe l'activité dans I'hypothalam(fteinberg et al., 2006). Les régulateurs
négatifs de ces voies de signalisation sont les eséguie ceux classiguement associés aux
cytokines de la famille de I'lL-6, nous ne les dlé&teons donc pas.

La famille des protéines SOCS joue un rble prépmrdédans la régulation négative de la
signlisation du CNTF. Des études ont montré queNdF était capable d’induire I'activation
de SOCS-3 dans I'hypothalamus (Kelly et al., 200dtagpoulou et al., 2000)

En revanche, contrairement a la leptine, le CNTiRduiit pas la surexpression de PTP-1B,
autre répresseur connu des voies de signalisatisociees a la leptine. Cette divergence de
régulation des voies de signalisation de la lepgindu CNTF est 'un des mécanisme proposé
pour expliquer 'efficacité du CNTF dans des casegtino-résistance (Benomar et al., 2009).

Les effets biologigues du CNTF

Le CNTF intervient dans des processus variés aganidu systeme nerveux central comme
en périphérie, principalement sur les tissus insdfiensibles. Nous ne présenterons pas une
liste exhaustive des effets biologiques du CNTHoefliserons notre discours sur son
implication dans le contréle hypothalamique de I'dmstasie énergétique.

Dans le systéme nerveux central, le CNTF est stibteepl’exercer un rble d’activateur
endogene des astrocytes en favorisant I'astrogl{Pseris et al., 1993a; Ip et al., 1993b;
Monville et al., 2001), ainsi qu’'un réle neuroprttur de plusieurs populations cellulaires
telles que les neurones de la rétine (Chaum, 2@@3alamus (Clatterbuck et al., 1993), de
la substance noire (Hagg and Varon, 1993), dutsimaBeurrier et al., 2010), ou encore les
motoneurones (Sendtner et al., 1990; Sleeman et2@00). C’est l'utilisation de cette
derniére propriété qui a permis de mettre en évigées effets du CNTF sur la régulation de
la balance énergétique. En effet, un analogue gtidee nommeé Axokine, a été produit a des
fins thérapeutiques dans la lutte contre la dégd&eénce des motoneurones de la sclérose
latérale amyotrophique (SLA) (Aebischer et al., @9®enn et al., 1997).Plusieurs essais
clinigues se sont succédés pour traiter cette @ernpathologie, cependant, face aux
nombreux effets indésirables constatés (fievre, mépoinflammatoire hépatique, toux,

amaigrissement) ceux-ci ont été interrompus en e@hihsapres 9 mois de traitement avec
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'axokine. A lissue de ces essais cliniques, aecusmélioration de la survie des
motoneurones n’'avait été observée, en revanche,péents traités avec I'axokine
présentaient une perte de poids significative adsacune réduction de leur prise alimentaire,
suggérant, pour la premiére fois, un réle anoreyagpour le CNTF (Miller et al., 1996a,;
Miller et al., 1996b).

Suite a cette premiére découverte, plusieurs medatemaux ont été utilisés afin de
caractériser I'action anorexigene du CNTF. Ainiitilisation de modeles murins ob/ob et
DIO a montré que le CNTF mimait I'action de la iepten induisant une diminution de la
prise alimentaire et du poids corporel, méme afgé®t du traitement. L’action anorexigéne
du CNTF est par ailleurs conservée chez des animeptino-résistants, n’induit pas
I'apparition de cachexie ou de signaux de faimeestless, ou d’éffet rebond, classiquement
liés a la privation de nourriture, et persiste @uss semaines apres l'arrét du traitement
(Bluher et al., 2004; Gloaguen et al., 1997; Larhkeml., 2001; Sleeman et al., 2003). Une
étude menée par la suite chez des patients obesmsfiemé I'effet anorexigene du CNTF
dans des cas de leptino-résistance (Ettinger ,e2@D3). Ces premieres données ont permis
d’entrevoir un réle prometteur du CNTF dans letérmient de I'obésité, et plusieurs études se
sont par la suite attachées a essayer d’identifsemécanismes d’action du CNTF qui sous-
tendent son effet satiétogéne.

L’action du CNTF est assurée via sa fixation s SBUS-Unités réceptrices, co-exprimees
avec le récepteur de la leptine dans les noyauxéaet| paraventriculaire de I'hypothalamus.
Au sein de ces noyaux, le CNTF induit la phosplaiigh de STAT3 (Gloaguen et al., 1997,
Lambert et al., 2001). Par ailleurs, un traitemaatCNTF inhibe la synthése de NPY en
réponse au jedne (Pu et al., 2000; Xu et al., 1898)imule I'expression de POMC (Ambati
et al., 2007; Janoschek et al., 2006). L'effet @nge du CNTF sur le poids corporel et la
prise alimentaire, plusieurs semaines apres |'adttraitement a été attribué a une
resensibilisation de noyau arqué a la leptine. fiet,eKokoeva et ses collaborateurs ont
démontré qu’une injection intracérébroventriculaleCNTF était capable de promouvoir la
neurogenése dans le noyau arqué des souris (Kolbala 2005). Ces cellules néoformées,
qui présentent un phénotype NPY et POMC sont skxssid la leptine car capables de

phosphoryler STAT3, méme lorsque les souris samingses a un régime hyperlipidique.

Si les effets du CNTF exogéne ont été décrits dmristerature, son rdéle endogene dans le

contrble de la balance énergétique n'avaient que @& étudiés jusqu'a récemment.
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L’implication du CNTF endogéne dans le maintien’deméostasie énergétique a fait I'objet
de quelgues études fondées sur l'analyse des atioréd entre I'expression ou le
polymorphisme du géne codant le CNTF et le poidparel. Ainsi, les souris et les hommes
CNTF " ne présentent pas de surpoids, mais des mécanngsensatoires pourraient
atténuer ou éteindre I'expression du phénotype métanisme similaire ayant déja été
observé chez des souris présentant une déficiemtstittitive des neurones NPY dans le
noyau arqué (Luquet et al., 2005).

Apportant de premiers éléments de réponse, notripe&q récemment montré que le CNTF et
ses sous-unités réceptrices étaient exprimés @amylau arqué. Nous avons montré par
ailleurs, que les niveaux d’expression du CNTFaiarit en fonction du statut énergétique.
En effet, 30% des animaux résistants a la prigeott#s induite par un régime hypercalorique
présentaient des niveaux d’expression accrus duFCiNihs le noyau arqué, suggérant donc
un réle protecteur du CNTF endogéne contre la plespoids induite par le régime chez cette
fraction d’individus (Vacher et al., 2008).
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Syntheése : le CNTF

Le CNTF est une cytokine de 22 kDa appartenantraéliane famille que la leptine, exprimée
par les cellules gliales et les neurones, et quérwegnt dans des procesus variés
(neuroprotection, neurogenése, différenciationoagtaire...), mais aussi dans le contrble
hypothalamique de 'homéostasie énergétique. Eat,déf CNTF est capable de diminuer la
prise alimentaire et le poids corporel, méme endeakeptino-résistance, et sans effet rebond
(Lambert et al., 2001). L’action du CNTF nécessitefixation sur son récepteur tripartite
composé des sous-unités LIF-R.egkaemia Inhibitoty Factor Recepprgp 130
(glycoprotein 13D et CNTFRx (CNTF Receptora) pour induire I'activation des voies de
signalisations JAK/STAT, IRS/PI3K/Akt et MAPK.

CNTFRo CNTF gpl30 LIF-R Complexe actif

Synthése 4Schéma récapitulatif des voies de

signalisaiton du CNTF

[Source : d’aprés (Stahl and STAT3 PI3K MAPK
Yancopoulos, 1994)]

JAK2 : Janus Kinase 2, MAPK : Mitogen Acivated BmotKinase, , PI3K : Phosphatidyl Inositol 3 Kinase
STAT-3 : Signal Transduction and Activator of Tiamsion.

Notre équipe a recemment montré que le CNTF et@aesmités réceptrices étaient exprimés
dans les neurones et les astrocytes du noyau a®udat, et pouvait exercer une action
protectrice contre la prise de poids, suggérantr@éle de régulateur de I'homéostasie

energétique pour le CNTF endogene (Vacher et a82Qusqu’a ce jour les mécanismes
d’action du CNTF endogéene n'avaient pas été déésypar le CNTF ne présente pas; de
peptide signal et ne peut donc étre sécrété pardies classiques d’exocytose. Si plusieurs
hypothéses ont été formulées par le passé (libératr lyse de la cellule, sécrétion avec. les
formes solubles du récepteur), des expériemtestro ont suggéeré que le CNTF pouvait

exercer une action intracellulaire (Monville et @002). Cette hypothese a été teséavo

dans notre étude.
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2.1.2. Gestation, lactation et leptino-résistamegernelle

Pour anticiper la forte demande d’énergie requisar de développement du feetus et
I'allaitement, le statut hormonal et nutritionnel e mére est profondément modifié, en
induisant précocement une leptino-résistance denplaysiologique (Grattan et al., 2007;
Ladyman, 2008) dont les mécanismes constituenbtosijun sujet d’étude (Truijillo et al.,

2011).

Ainsi les femmes enceintes présentent souvent desaum circulants de leptine éleveés,
associés a une hyperphagie patente caractéristdgie®tat de gestation chez tous les
mammiféres (Henson and Castracane, 2000). Un ipatiicn placentaire a 'augmentation de
laleptinémie pendant la gestation a été mise edeége chez 'homme comme chez les
rongeurs (Garcia et al., 2001; Lepercq et al., 20Dé&s niveaux de leptine placentaires et
maternels augmentent jugu’en fin de gestation eff@idrent au moment de la parturition
(Garcia et al., 2000; Herrera et al., 2000), regdat I'hypothese d’une participation

placentaire a I'hyperleptinémie gestationnelle.

Si la gestation et la lactation constituent desiogés d’'adaptations physiologiques

« extremes », un déreglement du statut hormonarmeltpendant la gestation et la période
périnatale (sous-nutrition, stress, inflammatioiapdte gestationnel) peut avoir a long terme
des conséquences néfastes sur la descendancegdisppsant développer des troubles
métaboliques (Levin, 2006; McMillen et al., 2005).

Dans le paragraphe suivant nous focaliserons d@oeurs sur les modéles de prédisposition

a I'obésité chez la descendance.

3. Perturbations de la nutrition maternelle : meda@bngeurs

L’étude des mécanismes sous-jacents a la progrdommatétabolique a nécessité le
développement et [l'utilisation de modéles animaulezc lesquels I'environnement
métabolique pré et/ou postnatal a été perturbé itAga et al., 2005). Les manipulations
peuvent étre effectuées a différents niveaux poadifier I'environnement périnatal. Ces
modeles permettent de modifier :

- 'apport nutritionnel fourni a la descendancetemme de quantité et/ou de qualité pendant la
période pré- et/ou néonatale : soit en intervesania taille des portées, soit en modulant la

nutrition de la meére
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- 'exposition de l'individu & des facteurs endoéens susceptibles d’altérer son contrble de

I’'homéostasie énergétique a I'age adulte

Un tres grand nombre de modéles animaux ayant yaute pour des raisons de clarté nous
focaliserons notre discours sur les modificationsithennelles de I'environnement maternel,

qui nous intéressent tout particulierement. llpessible de classer ces modifications en deux
catégories : les modeles liés a une sous-nutnitiaternelle d’'une part, les modeles liés a une

suralimentation maternelle d’autre part.

3.1. La sous-nutrition maternelle

Le modele de sous-nutrition maternelle développez db rat mime les périodes de famine
endurées par certaines populations au cours due6g&mule telles que le blocus ayant touché
la population hollandaise en 1944-1945 que noussegoqué précéedemment.

La sous-nutrition maternelle peut-étre induite pae modification de l'apport calorique,
(modéle de restriction alimentaire), ou par unéération de la qualité des apports

nutritionnels (alimentation a faible teneur en pno¢s, vitamines, oligo-éléments).

Les différents modeles de sous-nutrition maternédlda rate gestante sont liés a un faible
poids de naissance associé a une prédispositidobasité (Levin, 2006). Jones et ses
collaborateurs ont été les premiers a développenantele de sous-nutrition maternelle de la
rate gestante (Jones et al., 1984). Leurs étuélemmtrent qu’'une restriction calorique de
50% prédispose la descendance male a la prise ids, pissociée a une augmentation
significative de leur prise alimentaire et au déppement de I'obésité. Les études menées
chez le rat montrent que les effets de la soustinmtrmaternelle sont d’autant plus déléteres
gu'ils ont lieu précocement pendant la gestati@sultat similaire a celui observé lors du
blocus de Pays-Bas. D’autres études ont cependambritré que la sous-nutrition maternelle
en fin de gestation induisait une résistance &ulime et une obésité chez la descendance,
suggérant I'importance de cette période développ&ate La période critique de la gestation
conduisant au développement de désordres métabsliciiez la descendance reste donc a
définir.

La modification de I'apport calorique par une riesion alimentaire de 50% pendant la phase
gestationnelle induit une altération du pic de iteptpostnatal pendant les deux premieres

semaines de vie, susceptible de modifier le dévelmgnt des connexions hypothalamiques
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régulant la prise alimentaire, ainsi qu’'une dimionitdes niveaux hypothalamiques de POMC
chez la descendance male (Breton et al., 2009hBgdaet al., 2008).

Une sous-nutrition maternelle sévere pendant ldaties (restriction calorique de 70%)
induit un retard de croissance important chez lsceledance ainsi qu’'une augmentation
marquée de la prise alimentaire aboutissant au |a@gwement de I'obésité,
I’hyperinsulinémie, I'hypertension artérielle ebypoactivité, phénotype d’autant plus marqué
que I'environnement nutritionnel postnatal est mgpmrique (Vickers et al., 2000; Vickers et
al., 2003).

Le modele le plus étudié d’altération des apportsittannels maternels pendant la gestation
est celui du régime appauvri en protéines (5 a &#ire 20% pour un régime standard). La
descendance de rates soumises avec un régime bigiqgpe présente une hypertension a
'age adulte (Langley-Evans et al., 1999) ainsiuge’ résistance a l'insuline (Hales, 2000;
Hales and Barker, 1992; Hales et al., 1996; Stoekei., 2005) et une longévité amoindrie,
conséquence de leur prédisposition a développer abésité lorsque soumis a une
alimentation obésogene (Ozanne and Hales, 2004 r@zand Nicholas Hales, 2005). D’'un
point de vue comportemental, ces animaux ont uégEmnce alimentaire marquée pour une
alimentation riche en graisses et en sucres (Belliagal., 2004).

Le modele des larges portées (14 a 24 ratons) itgnsine alternative intéressante a la
restriction calorique maternelle pendant la laotatbu a la séparation quotidienne de la rate
allaitante et de sa portée, toutes deux sourcefrelss supplémentaire. Ce modele est associé
a un retard de croissance et un faible poids celpdes animaux au début de la phase
postnatale (Levin et al., 1984), pouvant étre campe par la suitedtch-up. Les animaux
développent une intolérance au glucose et uneimustisistance a I'adge adulte ainsi que des
retards moteurs et mnésiques (Codo and Carlini, ;1829y et al., 1977). D’autre part, la
quantité de leptine véhiculée par le lait materngérée par les ratons pendant la phase
postnatale étant réduite, des défauts développamnete I'hypothalamus ont été supposés.
Une étude récente a démontré I'utilisation du medkds larges portées pour conserver la
sensibilité a la leptine chez des rats prédispasdévelopper une obésité (Patterson et al.,
2010).

L'utilisation de régimes alimentaires maternels aappis en protéines pendant la période
postnatale a montré que la descendance présentaits faible poids corporel bien que la
prise alimentaire ne soit pas modifiée (de Mouralet2007; Fagundes et al., 2007). Ozanne

et ses collaborateurs ont par ailleurs démontr@rquégime maternel appauvri en protéines
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protégeait la descendance contre I'obésité inghsitaun régime a haute palatabilité, suggérant
gue dans ce cas précis, la fenétre critique dergmumation se situerait durant la période

prénatale (Ozanne et al., 2004).

3.2. La suralimentation maternelle

Face a l'augmentation de la proportion de jeurssnies en surpoids ou obeses, la
compréhension des effets d’'une suralimentation melle sur le développement de la
descendance est de premiéere importance. Les épaksmiologique menées chez les indiens
Pima ont montré que la suralimentation de la mémdaa la grossesse prédisposait la
descendance a développer un diabéte de type geddtdulte (McCance et al., 1994).

Chez les rongeurs, la suralimentation maternelledaet la gestation et la lactation induit
chez la descendance un phénotype proche de cefyindintome métabolique (Armitage et al.,
2005).

Ces difféerents modeles sont basés sur un déséegudibrl’alimentation maternellgia un
apport en lipides (en quantité comme en qualitépueten sucres excédentaires. La
composition de ces régimes alimentaires essaie idgenmau mieux certaines habitudes
alimentaires de nos sociétés (Bayol et al., 200%g énd Muhlhausler, 2011), cependant le
choix d’'une approche nutritionnelle qui soit la plusche de l'alimentation humaine reste

encore sujet a débat (Li et al., 2011).

Une grande partie des protocoles de suralimentatiéneloppés n'établit pas de
discrimination entre période pré- et postnataleob@lement, un régime maternel
hypercalorique induit notamment chez la descendalese modifications de I'homéostasie
glucidique (Guo and Jen, 1995; Taylor et al., 2008 augmentation de la pression artérielle
(Khan et al., 2003; Langley-Evans, 1996), une audat®n de I'adiposité (Khan et al., 2004)
et une hyperleptinémie (Taylor et al., 2005).

Les études menées chez le rat montrent que lareardhtion de la femelle gestante induit
une augmentation de la prise alimentaire et deg&sité, ainsi qu’une intolérance au glucose
et des dysfonctionnements cardiovasculaires cheedaendance (Khan et al., 2005; Taylor
and Poston, 2007). Ces animaux présentent d’aatteupe altération du développement des
connexions hypothalamiques contrélant la prise etitaire. Renforcant cette observation,
Kozak et ses collaborateurs ont montré que led@isla mere a été nourrie avec un régime

HF pendant la période prénatale présentent unesépexacerbée a une injection de NPY par
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rapport aux animaux dont la meére a recu une aliatiemt controle (Kozak et al., 2000; Kozak
et al., 2005).

Plusieurs stratégies ont été développées pouredtlidipact de la suralimentation pendant la
période postnatale. Le groupe de Plagemann utiisenodéle de portées réduites, exact
opposé du modele des larges portées précédemmenitt @¥es portées de 3 a 6 ratons
présentent une suralimentation associée a une gaspoids pendant la lactation et le
développement d'une adiposité, de [I'hyperphagie, ’una hyperinsulinémie, d’'une
hyperleptinémie précoces et d'une résistance deptine dans les noyaux arqués et
ventromédians dés le ¥Fjour postnatal (Grayson et al., 2010; Plagemarah. £1992).

Le modéle « pup in a cup » est un autre modelaiddimentation postnatale qui a pour but
d’étudier l'impact de modifications dans la compiosi lipidigue ou glucidiqgue du lait
administré aux ratons par rapport a celle du laitamel (Patel et al., 2009; Patel et al., 1994).
Khan et ses collaborateurs ont montré les effaiteed’suralimentation maternelle pendant la
période postnatale en utilisant un modele de peréeisées, dans lequel des nouveaux-nés
issus de meres ayant recu une alimentation contritieété allaités par une femelle nourrie
avec un régime riche en lipides. Les données obtemontrent que ces animaux développent
une hypertension artérielle (Khan et al., 2005).

Assez peu d’études se sont consacrees a 'impertd@d’alimentation maternelle durant la
période pré-gestationnelle. Une équipe a récemmamitré que cette période pourrait
s’avérer critique dans la programmation métabolif@ellou-Kabani et al., 2007). D’autre
part, 'augmentation du surpoids chez les jeunasrfes primipares a incité notre équipe a
développer un modeéle de suralimentation maternatiministré avant la conception et
jusqu’au sevrage de la descendance (Ferezou-Malh, €007a). Les caractéristiqgues de ce
modeéle de programmation seront décrites par la.suit

De ce chapitre nous retiendrons gu’il existe plusiede modeles de programmation. Nous
avons focalisé notre attention sur les modeles tkstuels I'alimentation maternelle était
modifiée quantitativement ou qualitativement et spréant l'avantage de mimer des
déséquilibres alimentaires présents dans nos éeciBtéanmoins, il existe de nombreux
autres exemples, parmi lesquels les traitementgucocorticoides ou a la leptine ainsi que

les réductions placentaires.
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Partie C. Objectifs du travail de these

Les cytokines jouent un rble essentiel dans le tieminde 'homéostasie énergétique. La
leptine, une cytokine produite par le tissu adipeug&gule |'activité des neurones
hypothalamques impliqués dans la régulation deite @imentaire. Ainsi la leptine diminue
'appétit et stimule la perte de poids. Toutefoil'® nombreuses formes d’obésité sont
associées a une résistance centrale a la leptn€NTF Ciliary Neurotrophic Factoy est
une neurocytokine de la méme famille que la leptioet 'un des principaux avantages est
gu'il stimule la perte de poids dans les cas dérlegésistance en activant les mémes voies

de signalisation que la leptine (Benomar et alo30
Notre travail de thése s’est articulé autour de dexes :

» Impact du régime maternel hyperlipidique sur le cornrle de I'homéostasie

énergétique de la descendance a I'age adulte

L’'obésité est une maladie progressant de facontapédaire, aussi bien dans la population
adulte qu’enfantine. Si les causes de cet état |ogigoie sont multiples, des études
epidémiologiques ont toutefois mis en évidence angine développementale a sa survenue.
Ainsi, le concept de programmation métabolique psepgue des perturbations générées au
cours des périodes fcetales et néonatales puissédisgoser l'individu a développer des
troubles métaboliques (Cripps et al., 2007). Il désormais connu que les régimes
déséquilibrés hypercaloriques sont responsabledndeallation de I'obésité associée a un
état de leptino-résistance et d’hyperleptinémiezdi®mme. Face au nombre grandissant de
jeunes femmes obéses ou en surpoids pendant laegsas et I'allaitement, il semble
désormais primordial d’étudier I'influence d’'un nég maternel sur la prédisposition de la
descendance a devenir obese une fois adulte (Nair, 009). Notre équipe a récemment
observé qu'un régime maternel hyperlipidigue (HE)maistré avant la conception et
jusqu’au sevrage affectait durablement la sengblliypothalamique de la descendance a la
leptine (Ferezou-Viala et al., 2007a). Notre prerolgectif a été d’étudier I'impact du régime
maternel HF sur la prédisposition de la descendargevenir obése une fois adulte. Dans ce
but, cette derniere a été soumise a un régime gbasode haute palatabilité : le régime P.

Dans un second temps, nous nous sommes attactatacdédser les modifications induites
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par le régime maternel HF sur l'organisation mofphotionnelle du noyau arqué de la

descendance, structure hypothalamique clef degldation de 'homéostasie énergétique.
= |Implication du CNTF dans le contr6le central de 'oméostasie énergétique

Afin de mieux comprendre les mécanismes sous-téifzstallation de la leptino-résistance,
nous avons étudié le mode d’action du CNTHli&ry Neurotrophic Factoy. Une étude
menée au laboratoire avait démontré I'existence ed'synthese endogene de CNTF dans le
noyau arqué de rat ainsi qu’un effet protecteuladeytokine contre la prise de poids induite
par une alimentation P chez certains individusgéuant que le CNTF pourrait jouer le role
de modulateur endogéne de I'homéostasie énergéfitpeher et al., 2008). A ce jour, les
mécanismes d’action du CNTF demeurent cependanmpgs car la cytokine ne présente

pas de peptide signal et ne peut donc étre sé@élde les voies classiques d’exocytose.

L’ objectif de cette seconde étude a été de caraetde mode d’'action du CNTF. Une étude
in vitro ayant montré une action intracellulaire de la kiyte (Monville et al., 2002), nous

avons voulu valider ce résultatvivo chez le rat.
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Ce chapitre a pour but de décrire brievement legipales manipulations effectuées au cours
de la these.

1. Animaux
2. Immunohistochimie

3. Microscopie

4. Statistiques
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1. Animaux

1.1 Provenance et reproduction
La majeure partie des études a été réalisée suratte§Vistar (CER Janvier, Le Genest-St-
Isle, France). Les rats étudiés au sevrage owa B@lulte sont issus de I'accouplement dans

I'animalerie du laboratoire de femelles et de méléstar provenant du méme élevage.

Pour comparaison, une étude de I'organisation eghitéctonique du noyau arqué médian de
I'hypothalamus a été réalisée chez un modele dobggdité est associée a une mutation

génetique: le rafucker

1.2 Hébergement

Les rats ont été élevés dans I'animalerie du ldbweaou ils ont recu eau et nourriture « ad
libitum ». La température de leur piece de vietdtage a 22°C+ 1°C et I'éclairage artificiel
suivait un cycle jour/nuit de 12 heures (8 h : athg®, 20 h : extinction).

L’ensemble des études a été réalisé dans le resjgsctréglementations francaises et
européennes (Décret 86/609/CEE) relatives a I'empsdrtation animale. Les dispositions
nécessaires ont donc été prises pour éviter tautrance et tout stress inutiles a I'animal.
Toutes les euthanasies ont été réalisées pendatiate diurne, durant la méme phase du

cycle circadien, de 14h a 18h.

1.3 Modeles et regimes alimentaires

1.3.1 Modele d’obésité induite par I'alimentatidle rat DIO Diet Induced Obési}y

Dans ce modéle, le développement de I'obésité estogué par un régime déséquilibré
hypercalorique de type hyperlipidique proposé &l@tim » pendant 22 semaines a des rates

Wistarageées de 8 semaines

Les rates du groupe contrdle ont recu un régimenuential Normal-Fat (contréleC) sous
forme solide (formule 113, Safe, Augy, France), taggie les rates du groupe expérimental
ont été nourries avec un régime hyperlipididdigh-Fat (HF) semi-purifié produit au
laboratoire et dont la composition a été adaptgartir du protocole de Guo et Jen (Guo and
Jen, 1995). Ce régime differe d’'un régildermal-Fat par sa tres forte teneur en huile de

palme, riche en acides gras saturés et monoinsaaudaétriment de I'amidon (Tableau 4).
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Tableau 4: composition du régime HF

Régime C HF
Teneur (g/1009)
Amidon 47.5 125
Saccharose 15 15
Caseines 20 20
Huile de palme 3 38
Huile de colza 2 2
Cellulose 5 5
Vitamines 2.2 2.2

Sels minéraux

L'apport énergétique du régime HF est de 571,9/k6al g tandis que celui du régime
standard C est de 377,1 kcal/100 g (Figure 18).

ipicies

I
[
Praloines

1[N

W Carbohydrates

64,5

Energie {kcal %)

C HF
Figure 18: contenu énergétique des régimes Normal-Fat {€)igh-Fat (HF)

Les mesures de la prise alimentaire et un suivpaids corporel des rates ont été réalisés

deux fois par jour, aux mémes heures d’intervalteusie période 15 jours.
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1.3.2. Modele de programmation métabolique

Modifier I'environnement périnatal
Afin de déterminer les conséquences d'une alimemtamaternelle hyperlipidique, nous

avons étudié la descendance de rates soumisegaxalimentations précédemment citées :

- unrégime standard C

- un régime hyperlipidique HF

Chez le rat, le développement des réseaux hypatiglas contrélant I'homéostasie
energétique s’effectue non seulement pendant lageégestationnelle mais aussi en période
postnatale (Bouret, 2010; Markakis, 2002) ; noushawtonc étudié la descendance de rates

auxquelles ont été administrées une alimentatiomtHE selon deux protocoles nutritionnels.

Modifier I'environnement gestationnel et postnatial protocole « long »

Dans ce protocole, le régime HF ou le régime stahdaté administré aux rates six semaines
avant I'accouplement puis tout au long des périadiegyestation et de lactation selon le
protocole décrit par Férézou-Viala et al. (2007y(Fe 19).

A —  Accouplzment
[] Regime Standard s 7 Gestation
[] Régiuwe High-Fat N = Nassance
P Bl L = Lactation
S — BSeaviags
AN S
770 282 0 1, 2 50
L1 | ] 1 1 1 L
1 | 1 1 1 =
fﬁllll):'::
o
: REGINE i REGIMEDELA &
' MATERNEL * DESCENDANCE °

Figure 19: protocole « long »
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Modifier I'environnement postnatal : le protocolesurt »

Pour ce second protocole, les rates ont recu laenadimentation contr6le depuis leur sevrage
jusqu’a I'age adulte. Elles ont été maintenues saite alimentation C pendant les périodes
d’accouplement et de gestation. Dés la naissaesanéres ont recu un régime C pendant les

quatre semaines de lactation (Figure 20).

A Accouplemenl
D Régiine < ; = ;ciﬁtatmn
. alssa1ce
[0 Régume HF L = Lactation
5 = Bevrags
A N S
277470 282l 0, 26 90
L1 | 1 1 1 1 L
1 1 | 1 | —~
tenps
{Jours}
: REGIME P REGINEDELA &
: MATFERNFEIL 2 DFSCENDANCFE  °

Figure 20: protocole « court »

Pour les deux protocoles, un suivi de prise aliseatdes méres ainsi qu’une mesure bis-

hebdomadaire de leur poids corporel ont été réalis@t au long de I'expérimentation.

Le jour de naissance des rats est compté comméd30portées ont été equilibrées sans
réduction a 10 ratons par mére afin de maintersr abnditions nutritionnelles homogénes.
Les rats ont été sevrés a 26 + 1 jour, séparésratidn de leur sexe et du régime alimentaire

de leur mére et nourris avec une alimentation standa

La descendance a été étudiée a I'age adulte, aud® P90) ou deux jours apres le sevrage

(P28).
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Tester la prédisposition de la descendance a devenbése

Nous avons souhaité étudier I'impact du régime mateHF (administré aux rates pendant la
gestation et la lactation selon le protocole « lohgur la descendance adulte une fois celle-ci

soumise a un régime » haute palatabilité » P.

Les rats issus de méres nourries avec une alinmmtdf ou C ont ainsi été sevrés avec un
régime C pendant 7 semaines avant de recevoirgimeéhypercalorique «High-Palatable »
(P) (Fig. 21) pour une durée de 3,5 mois. Le régPnsemi-synthétique a été produit au
laboratoire a partir du régime standard C selonol@position décrite dans les travaux de
Holemans (Holemans et al., 2004).
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Figure 21: protocole d'administration du régime « High-Ptdale» P

L’apport énergétique du régime P est de 392,6 k@allg contre 377,1 kcal/100 g pour le

régime C. Ce régime de type « cafeteria » est dabria partir de lait concentré et de

saccharose ce qui en fait un régime particulierénappétant et obésogene pour les rats
(tableau 5 ; Figure 22).
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Tableau 5 composition du régime P

Régime P
Compostion (%)
Régime commercial solide iformule 113, Safe) 33
Lait concentré Nestlé 33
Saccharcss 7
Eau 27
Lipides
mProtéines
Saccharose
mAmidon

Energie (kcal%)

Figure 22: contenu énergétique des régimes Normal-Fat {E)igh-Palatable (P)

1.3.3. Modele Zucker

Nous avons étudié I'organisation morphofonctiormell noyau arqué médian chez des rats
Zuckerfa/fa males agés de 3 mois et des rats de typagaura/Fa (n=4 par groupe).

La souche porteuse de la mutatiaity (fa), découverte par Zucket al, (1961), est une
mutation faux-sens du gene codant le récepteuradeptine Lepr. Cette mutation étant
autosomale récessive, les rats hétérozygotes fe@Harésentent pas de phénotype obése, a
'inverse du rat fa/fa, classiquement considéré m@mun modele d’obésité dont les
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principales caractéristiques phénotypiques sonsuesantes (Bray, 1977; Kurtz et al., 1989;
Takaya et al., 1996) :

- absence de récepteur a la leptine fonctionnel

- hyperphagie chronique

- hyperleptinémie, hyperinsulinémie

- leptino-résistance

- insulino-résistance

- hypertrophie des adipocytes

- obésité a I'age adulte

- hypertension artérielle

- hypertriglycéridémie

2. Immunohistochimie

2.1. Protocole succinct
2.1.1. Préparation des tissus

Les rats ont été anesthésiés par injection intitapéale d’'une solution de kétamine (45
mg/kg) et de médétomidine (0,5 mg/kg). Les rats emduite été perfusés par le ventricule
gauche du cceur avec 100 mL d’'une solution salinégadgon phosphate (PBS : tampon
phosphate 0,05M, pH 7,4, NaCl 9 g/L) puis avec BQ0de paraformaldéhyde a 4% dilué
dans du PBS. Le débit de perfusion était de 10 nrl/Ruis les rats ont été décapités et leur
cerveau rapidement prélevé avant d’étre post-fixésda méme solution fixatrice jusqu’au
jour de la coupe. Des coupes frontales flottanee$H@ um d’épaisseur ont été realisées a
I'aide d’'un microtome a froid (HM 650V, Thermo Setdic Microm, Walldorf, Germany) et
récupérées dans une solution de stockage (10% &BS,glycérol, 30% éthylene glycol).

Ces coupes ont ensuite été conservees a -20°C3gusguutilisation.

La spécificité des marquages a été vérifiée parssion de I'anticorps primaire et/ou par
utilisation de peptides bloquants.

Nos études ont porté sur I'organisation cytoarchiteéique du noyau arqué median.
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2.2. Marqueurs de la plasticité hypothalamique

L’étude de l'organisation morphofonctionnelle duyao arqué médian nous a conduits a

analyser plusieurs parameétres astrocytaires owhaases présentés dans le tableau 6.

2.2.1. La glie et le compartiment vasculaire

Les astrocytes étant des cellules gliales par@oeiinent plastiques dont I'implication dans le
contrble du métabolisme énergétique a été sugg@méelusieurs études (Hsuchou et al.,
2009a; Pan et al., 2011), nous avons étudié lastdmis changements morphologiques de ces
cellules chez des rats dont I'environnement péairatait eté modifié.

Pour cela, nous avons étudié I'expression de preséastrocytaires telles que la GFARI4I
fibrillary acidic protein), la S10@ ou le transporteur de glucose Glut-1 dans le neygué
médian.

La laminine, protéine de la lame basale, nous migede visualiser les vaisseaux sanguins,
lesquels ont aussi été mis en évidence par immumuage de la lectine de pomme de terre
(glycoprotéine capable de se lier aux carbohydrptésents en surface des cellules). Des
doubles-marquages GFAP-laminine ont permis de Ws&rales rapprochements entre les
astrocytes et les vaisseaux sanguins.

Enfin, la vimentine a été utilisée comme marqueur&hctivité gliale.

Tableau 6 critéres d’analyse des marqueurs gliaux

Marqueur Parameétre évalué
GFAP Surface du marquage  Epaisseur des prolongements
S10@B Densité Diametre des corps cellulaifes
V.GIUt't.l Surface globale du marquage
Imentine —— . Immunoréactivité
Lectine Diamétre des vaisseaux
GFAI.D' Diameétre des vaissealix Surface périvasculaire
Laminine
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2.2.2 Le CNTF et ses sous-unités réceptrices
Les immunomarquages du CNTEiljary neurotrophic factoy et de sa sous-unité réceptrice
spécifiqgue, le CNTFRdans le noyau arqué médian des rats ont été adis@ant le

protocole établi par le laboratoire (Vacher et2008).

Tableau 7. références des anticorps utilisés

Protéine d’intérét | Référence de I'anticorps

GFAP Monoconal souris (1:1000 ; Sigma)

S10@ Monoconal souris (1:800 ; Sigma)

Glut-1 Polyclonal Chevre (C-terminal 1 : 400 ; $a6ruz Biotechnology)

Vimentine Monoclonal souris (1 : 1000 ; Sigma)

Laminine Polyclonal lapin (3:1000 ; Sigma)

Lectine Couplée TRITC (1 : 600 ; Sigma)

CNTF Polyclonal chévre (1:200, R&D Systems,MinndepdIN, USA)

CNTFRa Polyclonal chévre (1:50; Santa Cruz Biotechnology, GSA)

LIE-R Polyclonal lapin (C-terminal 1:1000 ; Santa CrumtBchnology,
USA)

gp130 Polyclonal lapin (N-terminal 1:200; Santa £Biotechnology, USA

2.3. Evaluation de I'intégrité de la barriére héoranhcéphalique

2.3.1. Mesure de la diffusion du bleu trypan daARC

Principe

Afin d’évaluer I'impact du régime maternel sur tégrité de la barriere-hémato-encéphalique
dans notre modele de programmation métabolique, awass injecté un traceur, le bleu
trypan, par perfusion intracardiaque. Parce queusiisation ne nécessite pas de traitement
spécifigue préalable et quil ninduit pas de maddifions histologiques ou
immunocytochimiques, le bleu trypan a été décrit m@mun excellent indicateur des
variations de perméabilité au niveau de la barti@mato-encéphalique chez le rat (Reynolds
and Morton, 1998).
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En effet, ce colorant est capable de lier lesgmes plasmatiques telles que I'albumine
(Stopa et al., 2006) et permet donc d’évaluer lx @endocytose adsorbative des cellules
endothéliales (Abbott et al., 2006).

Protocole
Le protocole que nous avons utilisé a été adaptekde présenté dans les travaux d’Eizayaga

et al. (2006) et d’'lkeda et al. (1994).

Les rats ont été anesthésiés par injection intitmpé&ale d'un mélange de kétamine (45
mg/kg) et médétomidine (0,5 mg/kg) puis ont ét&fyseés par voie intracardiaque comme

décrit précédemment.

Nous leur avons perfusé 200 mL d’une solution dmulitypan a 0,5% (Sigma, St Louis,

USA) puis 300 mL d’une solution de paraformaldéhgd2%. Les encéphales ont ensuite été
prélevés puis cryoprotégés dans unes solution dese a 30% pendant 12h a 4°C puis
congelés entre -35 et -40°C dans l'isopentane. @egpes coronales sériées de 40 um
d’épaisseur a l'aide d'un cryostat (Microm) ont ét&coltées sur lames de verre puis

conservées a -80°C.

3. Microscopie

3.1. Microscopie confocale

Les marquages immunofluorescents ont été examibiésl@ d’'un microscope confocal Zeiss
LSM 510 ou d’'un micorscope confocal Zeiss LSM 7B8igs microscopy, Jena, Allemagne).
Des coupes optigues sériées séparées sur 'axedied,3 a 1 um en fonction de I'objectif et
du marqueur testé ont été obtenues par balayagerg@&uavec un moyennage adapté a
chacun des marquages. Les images ont été acquesedes objectifs 20x a sec ou 40x et 63x
a immersion a huile. Les images utilisées pourd@sbles marquages GFAP-Laminine ou

Glut-1-Laminine ont été scannées avec un zoomile 2,

3.2. Microscopie électronique en transmission

Les rats ont été perfusés avec une solution comtetha paraformaldéhyde a 2% et du
glutaraldéhyde a 0,5% (Electron Microscopy Scienéésshington, PA, USA).

Les noyaux arqués microdisséqués ont eté déeshgdehiaclus en résine LR White (Sigma).

Des coupes ultrafines de 70 nm ont été realisééaide d’'un microtome (Leica...) et
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récupérées sur grilles de nickel recouvertes dlam formvar/carbone avant de procéder aux
immunomarquages du CNTF et de ses sous-unitéstniéespcomme décrit précédemment.
Les anticorps primaires ont été marqués par degogos secondaires anti-espece couplés a
des particules d’or d'un diametre de 6 ou 10 nrfBqLAurion Costerwegs, Wageningen, Pays-
Bas). Les coupes ultra-fines ont ensuite été cstdiea a l'aide d'une solution d’acétate
d'uranyl a 5% et observées au microscope électrengjuransmission a 80 k{EM 208,

Philips, Eindhoven, Pays-Bas ; caméra d’acquisi@@bD grand champ AMT).

3.3. Traitement des images

3.3.1. Images acquises par microscopie confocale

Apres acquisition, les plans optiques ont été aéglyavec les logiciels ImageJ version 1-36b
(National Institute of Health, USA). Des superpiosis de plusieurs plans focaux conseécutifs
et des reconstructions tridimensionnelles a pditin nombre défini de plans focaux ont été

réalisées.

Analyses des particules : immunomarquages S180

Les corps cellulaires des astrocytes ont été campmté maniere automatique avec correction
manuelle aprés seuillage, binarisation et détertioimedu diametre maximum admis. Des
mesures de diametre des particules ont aussifétédiafes.

Analyses des surfaces : immunomarquages GFAP, Glat- Vimentine, Lectine,
Laminine, diffusion du bleu trypan dans 'ARC

Nous avons réalisé des mesures d'intensité deeffgence et de surface de marquage en
sélectionnant un méme nombre de coupes optiquastaies les images, sur au moins cing
champs différents par noyau arqué, et chez au notigsanimaux par groupe. Une moyenne
a été réalisée a chacune de ces étapes, jusgemiralme valeur unique par animal, avant de

procéder a I'analyse statistique.

Analyses des doubles marquages GFAP-Laminine

La GFAP et la laminine n’étant pas exprimées pam&mes types cellulaires, nous n’avons
pas pu réaliser une étude de colocalisation stdetedoubles marquages GFAP-Laminine.
Ainsi, afin d’évaluer la couverture astrocytaireripgsculaire, nous avons procédé aux

mesures des surfaces endothéliales occupées aolesgements astrocytaires.
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3.3.2. Images acquises par microscopie électroragrensmission

Analyses des particules d’or

Afin d’évaluer la discrimination des billes d’or denm et 10 nm, nous avons effectué des
dépbts des anticorps secondaires seuls sur ldesgde nickel et analysé la fréquence de

distribution des billes d’or en fonction de leuaietre.

Distribution cellulaire
La répartition des particules dans chaque compeantincellulaire : noyau, cytoplasme,

compartiment extra-cellulaire a été comptée maaoedht.

4. Statistiques

En fonction de I'étude considérée ainsi que ldetake I'échantillon, nous avons procédé aux

analyses statistiques suivantes :

- testt de Student apparié ou non apparié. Poumoels avons eu recours a l'utilisation
du logiciel Statview (ASAP Software, St. Ouen, F@n Nous avons considéré que
les différences entre les deux groupes étaient feigtives pour un degré de
significativité p inférieur a 0,05.

- test de Mann & Whitney. Pour cela nous avons eaumsca l'utilisation du logiciel
AnasStats.fr (Rilly-sur-Vienne, France)

La figure 11 synthétise I'ensemble des manipulatieffectuées en fonction de I'étude
considérée.
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LA LEPTINO-RESISTANCE

Génétique
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Figure 23: schéma de synthése des modéles animaux utilis@ntla thématique

DIO : Diet Induced Obesity
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Etude 1: Impact d’'un régime maternel hyperlipidique sur éedontrole de
’lhoméostasie énergétique chez la descendance

Résultats complémentaires :Impact d’'un régime maternel hyperlipidique
postnatal sur I'organisation gliale dans le noyajué de la descendance adulte

Etude 2 : Mécanismes d’action du CNTF dans le contréle hyglathique de
I’'homéostasie énergétique
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Résultats-Etude 1

Etude 1

Impact d’'un régime maternel hyperlipidique sur le
contrOle de 'homeéostasie énergétique chez la
descendance

Unexpected Long-Term Protection of Adult Offspring Born to High-Fat Fed

Dams against Obesity I nduced by a Sucrose-Rich Diet
Couvreur O, Férézou J, Gripois D, Serougne C, Grdpj Aubourg A, Gertler

A, Vacher CM, Taouis M. PLoS One. 2011 Mar 25;6(3)

104
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Présentation de I'étude

L’'obésité est une maladie multifactorielle en cangt progression a I'échelle mondiale et
concernant notamment un nombre grandissant d’enfant

L’'un des principaux enjeux pour lutter contre ltmation précoce de la pathologie est
d’identifier les mécanismes qui sous-tendent sqraafion. Il est désormais reconnu que le
statut nutritionnel et hormonal de la mere est actefur déterminant dans la genese de la
maladie. Ainsi, des modifications de I'environnermematernel lors de phases critiques du
développement des structures contrélant I'homéiestamergétique sont susceptibles
d’influencer le devenir de la descendance. L'sailion de modeéles animaux reproduisant les
déséquilibres alimentaires (sur- et sous-alimesmatde nos sociétés permet de caractériser

les mécanismes impliqués dans cette programmat&abolique.

Dans cette étude, nous nous sommes intéeressésmpadi d'un régime maternel
hyperlipidique administré avant la gestation egjuau sevrage sur la prédisposition de la
descendance a prendre du poids dans un environhamétionnellement riche et sur
I'expression des marqueurs hypothalamiques impsiqdéns le contrble de la balance

éenergeétique.

NB : Cette étude correspond a I'expérience n°2gmi@&e dans la publicationUnexpected
Long-Term Protection of Adult Offspring Born to Hifat Fed Dams against Obesity
Induced by a Sucrose-Rich Diet »

Nous ne commenterons pas les données obtenuesl'@gnérience n°l a laquelle nous
n'avons pas participé. En revanche les résultaisrpot étre utilisés lors de la discussion.
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Abstract

Background: Metabolic and endocrine environment during early life is crucial for metabolic imprinting. When dams were
fed a high fat diet (HF diet), rat offspring developed hypothalamic leptin resistance with lean phenotype when weaned on a
normal diet. Interestingly, when grown on the HF diet, they appeared to be protected against the effects of HF diet as
compared to offspring of normally fed dams. The mechanisms involved in the protective effect of maternal HF diet are
unclear.

Methodology/Principal Findings: We thus investigated the impact of maternal high fat diet on offspring subjected to
normal or high palatable diet (P diet) on metabolic and endocrine parameters. We compared offspring born to dams fed P
or HF diet. Offspring born to dams fed control or P diet, when fed P diet exhibited a higher body weight, altered
hypothalamic leptin sensitivity and metabolic parameters suggesting that maternal P diet has no protective effect on
offspring. Whereas, maternal HF diet reduces body weight gain and circulating triglycerides, and ameliorates corpulence
index of offspring, even when subjected to P diet. Interestingly, this protective effect is differently expressed in male and
female offspring. Male offspring exhibited higher energy expenditure as mirrored by increased hypothalamic UCP-2 and
liver AdipoR1/R2 expression, and a profound change in the arcuate nucleus astrocytic organization. In female offspring, the
most striking impact of maternal HF diet is the reduced hypothalamic expression of NPY and POMC.

Conclusions/Significance: HF diet given during gestation and lactation protects, at least partially, offspring from excessive
weight gain through several mechanisms depending upon gender including changes in arcuate nucleus astrocytic
organization and increased hypothalamic UCP-2 and liver AdipoR1/2 expression in males and reduced hypothalamic
expression of NPY and POMC in females. Taken together our results reveal new mechanisms involved in the protective
effect of maternal HF diet.
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part attributed to a relative lack of leptin during crucial time
windows in the developmental neuronal plasticity, since a normal
adult phenotype may be restaured after treatment of either
pregnant dams [7] or suckling pups [8,9] by exogenous leptin.

Introduction

Obesity has been considered to result from both a genetic
prevalence and inadequate nutrition due to lifestyle, and more

recently epidemiological evidence raised the notion of a develop-
mental origin of this pathology and associated diseases [1].
According to the «thrifty phenotype» hypothesis [2], a poor fetal
nutrition leads to programming of an adult phenotype that is
adapted to poor nutrition, but a mismatch between predicted and
postnatal environment then promotes a persistent dysregulation of
the body weight control [3]. Thus, low-birth-weight babies due to
adverse foetal conditions often display an increased susceptibility
to develop a metabolic syndrome when submitted to plentiful
conditions later in life [4,5]. Such a developmental programming,
reproduced in animal models by maternal undernutrition [6], is in

@ PLoS ONE | www.plosone.org

This pleiotropic adipocyte-derived cytokine acts as an essential
neurotrophic factor along the development of the hypothalamic
circuits regulating metabolic homeostasis [10]. Later in life, leptin
through its binding to specific ObRb receptors (long isoform of
leptin receptor) especially abundant in the arcuate nucleus triggers
the concerted signalling pathways leading to reduce appetite and
increase energy expenditure [l11]. Moreover, the growing
proportion of women that are overweight before and during
pregnancy and lactation [12] raised the question of the impact of
leptin excess during critical perinatal periods on the risk of
becoming obese in adulthood. Indeed this risk has been shown to
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be increased in pups issued from dams treated with leptin before
weaning [13] or overfed by suckling in small litters [14]. While
maternal high-fat diets have been often reported to program
obesity in offspring [15-19], discrepant results obtained in rodents
may be related to the choice of the strain, the litter size and the
composition of the inappropriate diet promoting maternal obesity,
mimicking the features of hypercaloric foods available in modern
societies [20,21].

In a previous study carried in Wistar rats [22], pups reared in
large litters and born to dams fed a high-fat (HF) diet, from before
conception and throughout gestation and lactation, displayed a
lower weaning body weight as compared to their counterparts
born to control dams. Their growth retardation was related to the
abnormal fall in body weight observed in lactating dams. After 6
weeks feeding a control diet from weaning, these pups were
characterized by a defect of leptin signaling in hypothalamus
despite a lean phenotype and normal leptin, insulin, glucose and
lipid plasma levels [22]. Interestingly, when the same HF diet was
provided for 6 weeks after weaning, only males issued from
normally fed dams become overtly obese while those born to HF
dams were protected against the obesogenic effect of the HF diet,
despite the same defective hypothalamic leptin signaling. Their
«spendthrift» phenotype suggested a persistent modification of the
energy control, in agreement with a predictive adaptive response
[23] to the inappropriate HF diet [24-26].

In the present paper, a highly palatable (P) diet was used
(experiment 1, Figure 1) to induce maternal obesity [27], then the
adult phenotype of male offspring was compared to that of control
rats born to chow-fed dams. When pups issued from obese dams
were assigned to the chow diet at weaning, they displayed
inherited defective leptin signaling in hypothalamus, which
persisted until age of 6 months despite normal body weight
evolution. However, pups born to obese P dams and weaned on
the same P diet were not protected against diet induced obesity.
Clearly the two inappropriate HF and P diets have distinct impacts
on both dams and pups, likely in relation with their different
palatability or composition. Both diets (HI and P) were then used
(experiment 2, Figure 1) in order to study whether adult pups born
to HF dams and weaned on a chow diet, will be more or less
susceptible than control rats to develop obesity when switched to
the obesogenic P diet, a question that remained unresolved in our
previous study [22]. Thus, male and female offspring born to HF
or control dams were assigned to the control diet for 7 post-
weaning weeks, and then switched to the P diet for 3 additional
months. Our results clearly showed that offspring from both
genders born to HF dams were protected from the obesogenic
effect of P diet as their body weight gain was lower as compared to
offspring born to chow dams. In addition, the potential protective
effect of maternal HF diet involves most likely different gender-
dependent mechanisms.

Results

Experiment 1

Females and pups until weaning. According to the
cumulative food intake measured during 4 weeks before mating
and the energy density of each dry diet (Table 1), the mean daily
amount of food ingested per rat (measured every two days on 4
cages of 4 rats in each group) was higher for the P diet (25.1£0.4 g
as wet P diet or 16.620.3 g as dry P diet) than for the C diet
(15.18%0.18 g, p<0.0001), then providing more energy (65.2*1
and 56.2*0.7 kcal, p<<0.0001, respectively). The number of
females which became pregnant (12 out of 16 animals in each
group) and the initial size of the litters (11.7%£0.8 and 11.7£0.9
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pups from P and C dams, respectively) were not influenced by the
maternal diet, but the male/female ratio (0.79 for 140 pups born
to P dams versus 1.16 for 141 pups born to C dams) was inversed.
No difference appeared in the mean birthweight and after the litter
size was equilibrated to 11-12 pups at birth, the evolution of the
mean litter weight was identical regardless the maternal diet until
weaning (results not shown). As shown in Figure 2, P dams became
overtly obese compared to C dams (n=12 per group) and their
overweight (about 15% before mating) was maintained after 120
days of experimental diet, i.e 20 days after weaning. At this time,
fasting plasma level of leptin was clearly higher in P dams
(6.5%£1.3 ng/mL, n=6) than in control dams (1.920.5 ng/mL,
n=7, p<0.005).

Offspring after weaning. Daily energy intakes and final
physiological parameters measured in adult fasted rats are shown
in Table 2. Mean daily energy intakes were calculated from daily
food intakes measured twice a week from the 2" to the 6™ post-
weaning week on 10 cages of 2 rats per group. The highest value
was found in the PC group of rats fed the highly palatable P diet
and born to normally fed dams. Their counterparts born to obese
dams (PP group) ingested less energy for a similar weight gain,
suggesting a better food efficacy of the P diet in this group. The
maternal diet did not affect CC and CP rats, which both displayed
a lean phenotype while their energy intake was close to that of
obese PP rats. As observed in Figure 3, independently of maternal
diet a striking effect of the post-weaning diet appeared on the body
weight evolution and gain. The same conclusion was drawn by
comparing plasma concentrations of triglycerides, leptin and
insulin, all reported in Table 2. These parameters were higher in
rats fed the P diet (PP and PC groups) than in rats fed the chow
diet (CC and CP groups). The only differences concerned the
plasma levels of leptin which were lower in CP rats than in control
CC rats, and the plasma levels of insulin and HOMA index of PP
rats which overpassed those of PC rats. In addition, the lowest
plasma cholesterol value was found in PP rats, indicating a long-
term impact of the maternal metabolic status on these parameters.

Hypothalamic leptin sensitivity of offspring. The
hypothalamic leptin sensitivity was assessed in each group by
comparing the phoshorylation levels of STAT3 and ERK1/2 in
response to a bolus of leptin. Briefly, 11 week-old rats from the
four groups were starved overnight and divided in two groups that
receive by IP saline or leptin, respectively. The phoshorylation
levels of STAT-3 and ERK1/2 were measured by Western blot.
Leptin IP bolus induced STAT-3 (fig. 4A and 4B) and ERK1/2
(fig. 4C and fig. 4D) phosphorylation only in CC groups, whereas
the other groups displayed a clear hypothalamic leptin-resistance

(Fig. 4).

Experiment 2

Females and pups until weaning. The experiment 2 was
performed in order to study the impact of high fat diet (HF) during
pregnancy and lactation on offspring when swithched to a high
palatable diet (P) at the adulthood. The measurement of food
intake twice a week before mating (14 cages of 2 rats per group)
indicated that dams fed the high fat diet daily ingested less food
than control dams fed the chow diet (12.6%0.2 vs 18.2+0.2 g/rat,
p<<0.0001), which  however provided more energy
(71.9%1.1 keal/day vs 67.4%0.7 kcal/day, p<0.002) due to the
high caloric density of the HF diet. After 7 weeks, the body weight
of HF females (3015 g, n=28) did not significantly exceed that
of C dams (291%3, n=28) before mating, as observed before
delivery (467+9, n=21 and 455%*6 g, n=25, respectively) and
just after, since the body weight fall was similar in the two groups
(98*=4 and 102%5 g, respectively). All lactating HF dams then
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became gradually thiner and their body weight at weaning was
markedly lower than that of control dams (3197 g, n=21 versus
351%5 g, n=25, p<0.0001).This pattern is illustrated in Figure 5
for HF and C dams. The proportion of HF females which become
pregnant was smaller than in the control group (23 vs 28 out of 28
females per group) as was the litter size at birth (n=11.2%0.6 vs
n=13.1%£0.7, p<0.05). Regardless of gender, the mean
birthweight of pups issued from HF dams was lower than that of
pups issued from C dams (6.15%0.04 g, n =227 vs 6.77%£0.07 g,
n =286, p<0,0001) and the male/female ratio was similar in the 2
groups (1.14 and 1.03, respectively).

The maternal diet markedly influenced the weaning body
weight of pups, which was dramatically lower in males
(53.4*x1.8 g, n=48) and females (50.2%2.0 g, n=48) born to
HF dams compared to those born to control dams (77.4%1.6,
n=41 and 73.0=1.0, n=42, p<0.0001, respectively). The
observations were continued on pups issued from 19 litters from
HF dams and 23 from C dams.

Adult offspring born to HF or C dams. -« After 7 weeks
feeding the chow diet since weaning. 'The body weight
measured after 7 post-weaning weeks on the chow diet is presented
in Table 3 for the 4 groups of adult offspring. The effect of the
maternal HF or C diet persisted in the two genders: the growth
retardation of pups issued from HF dams, which averaged 32% of
body weight at weaning, was partially caught up and represented
about 17% in male and 12% in female pups. The absolute body
weight gain was identical in the two groups of females regardless
the maternal diet, while males born to HF dams growed relatively
more slowly than those born to C dams. Taking into account the
classical sexual dimorphism in the body growth in the rat species,
results were then analyzed separately for each gender (table 3).

* Challenged for the highly palatable P diet or maintained
on the control C diet. As shown in Figure 6, swithching from C
diet to the P diet for additional 3 months markedly increased the

Table 1. Energy content of the commercial chow diet (C) and
the semi-purified highly palatable (P) and high-fat (H) diets.

Energy (kcal %) derived from C P H

Carbohydrates 66.2 70 22.6
Proteins 22.7 14.6 129
Lipids 1.1 15.4 64.5

Energy content (kcal/100 g of dry diet) 370.1 392.6 571.9

doi:10.1371/journal.pone.0018043.t001
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body weight for both genders but regardless the diet, rats born to
HF dams still displayed a lower final body weight than their
counterparts born to control dams (Fig. 6). The effect of the
maternal diet was also observed for the corpulence index (Table 4)
which was similar in offspring born to C dams and fed the C diet
and those born to HF dams and fed the P diet. The maternal diet
did not influence the absolute weight gain (measured between
week 7 and the end of the experiment and corresponding to the
switch to P diet) of males under the C or P diet (Fig. 6), while
females issued from HF dams gained significantly less body weight,
under the P diet as compared to those issued from C dams (Fig. 6).

Compared to the C diet, the P diet increased plasma TG,
insulin and leptin levels in both genders, and glucose only in males.
In both genders and for each diet, plasma TG levels were lower in
rats born to HF dams than in those born to C dams. Similar
variations were observed for leptin levels, which appeared to be
more influenced by the maternal diet than insulin levels. Plasma
leptin levels were lower in female born to HF dams and fed P diet
compared to those born to C dams and fed P diet. In females but
not in males, cholesterol varied in parallel with TG, with higher
values under the P diet (Table 4).

Body weight (g)
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300 1

weaning

250 a Cdiet

—O= Pdiet

200 - T T T :
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Figure 2. Evolution of the body weight of dams fed the control
(C) diet (n=16) or highly palatable diet (P) (n=16) for 6 wk
before mating, throughout gestation and lactation (28 days)
and until the postweaning period (¥*p<0.05).
doi:10.1371/journal.pone.0018043.g002
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Daily food intake was measured during 8 days, one month after
the dietary challenge, and the daily energy intake was calculated,
as shown in Table 5. Independently of their diet (C or P), the
relative daily energy intake is significantly increased in males born
to HF dams. In females born to HF dams relative daily energy
Intake was reduced when fed control diet, but when fed P diet

A

Body weight (g)
800 7

600 1

400 1

200 1

5 10 15 20

Post-weaning week

Table 2. Physiological parameters measured in fasted and fed male rats (age: 11 weeks) from 4 experimental groups named
according to the post-weaning and maternal chow or palatable diet (C or P as 1* and 2 nd letter, respectively).
Group cc cpP PC PP

Daily energy intake (Kcal/day) 87.2+1.3% 83.2+4.5% 99.1+1.9° 88.4+2.5%

(n) (16) (16) (16) (16)
Overnight Fasted

(n) (20) (20) (20) (20)

Liver weight (g) 12.0+0.3 12.0+04° 143+0.3° 13.9+0.3°
%Body weight 2.32+0.05°¢ 2.39+0.05° 2.20+0.04%° 2.10+0.04
Liver lipids (mg/g) 3.04+0.22 2.53+0.18 3.08+0.18 2.80%0.20
Plasma

(n) (20) (20) (20) (20)

Glucose (g/L) 0.928+0.017 0.996+0.031 1.019+0.026 1.006+0.025
Insulin (ng/mL) 0.631+0.09° 0.761+0.071° 1.703+0.128° 2.328+0.224°
HOMA* 3.54+0.38° 4.71+0.55 10.39+0.80° 14.07+1.33¢
Leptin (ng/mL) 3.57+0.64° 2.64+0.57° 11.49%1.51¢ 14.69+4.64°
Triglycerides (g/L) 0.84+0.047° 0.742+0.049° 1.268+0.094° 1.481+0.112°
Cholesterol (g/L) 0.862=0.058° 0.813=0.036° 0.707=0.036° 0.654=0.025
*calculated according to Tumer et al. (1993),

**subgroup of rats injected with physiological saline (n = 10). Different superscript letters **< denote significant differences at p<<0.05 by ANOVA and the Fisher posthoc
zfcflt1 0.1371/journal.pone.0018043.t002

offspring born to HF or C dams exhibited similar relative energy
mtake (Table 5).

Impact on key genes involved on energy homeos-
tasis. To evaluate the impact of maternal C or HF diet on
the hypothalamic and hepatic gene expression levels of male and
female offspring challenged with high palatable diet, we have

B

Body weight gain (g)

600 L1
a a
400
200
® O

(32) (35) (34) (32)
cC CP PC PP

Figure 3. Impact of post weaning diet on the body weight of male pups born to dams fed the control diet (C) or highly palatable
diet (P). At weaning four groups of male pups (CC, n=32; CP, n=35; PC, n=34; PP, n=32) were formed and named according to the post weaning
diet (C or P, first letter) and to maternal diet (C or P, second letter) and their body weight and body weight gain were registred during 20 weeks after
weaning. Body weight and final body weight gain are reported in panel 3A and 3B, respectively (*p<0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0018043.g003

@ PLoS ONE | www.plosone.org

March 2011 | Volume 6 | Issue 3 | e18043



A Saline Leptin
|7_ e e ——— — I t-5TAT-3
CP (s e cnmmum| »5TATS
|- —— — --‘ +STAT-3
| e — o S l p-STAT-3
pPC
| [ — ——-!-I +5TAT-3
PP |‘- - -EI p-STAT-3
[ o o | +5TAT:3
B 250 - D
200 i
i
<
;' 150 -
3 Dsaline
=
= 100 - =|gptin
L
-
50
0 P
CG CcP PC PP

Impact of Maternal High Fat Diet

C Saline Leptin
l‘ ---‘ — p-ERK
CC t-ERK
|
l =
——— | T
CP
======
-“-..‘ - el p-ERK
PC +ERK
[ ——
D — ————
— S ——— p-ERK
PP tERK
| —— —
250
£
200
-3
b 150
:{. OSaline
w100 ELeptin
a2
50 -
0 A
cc cpP PC PP

Figure 4. Phosphorylation of STAT-3 and ERK in the hypothalamus of male offspring born to dams fed the control diet (C) or highly
palatable diet (P). At weaning four groups of male pups (CC, CP, PC, PP) were formed and named according to the post weaning diet (C or P, first
letter) and to maternal diet (C or P, second letter). Each goup contained 20 rats was divided into two sub-groups that received by IP either saline
(n=10) or leptin (n=10). In each group, the sensitivity toward leptin was assessed by a significant elevation of the mean p-STAT-3/t-STAT-3 and p-
ERK/t-ERK ratio in leptin-injected compared to saline-injected rats. Panel A and C show representative western-blots for total and phosphorylated
STAT-3 and ERK, respectrively. Panels B and D show the mean ratio band density of phosphorylated and total STAT-3 and ERK, respectively;

(**p<0.005; * p<0.05).
doi:10.1371/journal.pone.0018043.9g004
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Figure 5. Evolution of the body weight of dams fed the control
(C) diet (n=28) or high-fat diet (HF) (n=28) for 6 wk before
mating, throughout gestation and lactation (28 days) and until
the postweaning period (¥*p<0.05).
doi:10.1371/journal.pone.0018043.9005
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focused our interest on some key genes involved in the control of
food intake, energy homeostasis or insulin-sensitivity.

In male offspring, the hypothalamic expression of UCP2, NPY
and POMC was lower in PC group than in the other groups
(Fig. 7). Moreover ObRb was clearly less expressed in PC and PH
groups as compared to CC group, with a similar tendency for CH

Table 3. Body weights and post-weaning body weight gains
of offspring born to dams fed the chow (C) or the high-fat (H)
diet and fed the chow diet for 7 weeks since weaning.

Gender Male Female

Maternal Diet Chow High-fat Chow High-fat
Group MC MH FC FH

(n) (42) (48) (40) (48)
Body weight (g) 410+7°  339+6°  244+4° 214%3°
Post-weaning body weight 332472 288+5° 171£4°  167£3°

gain (g)

Different superscript letters b denote significant differences at p<<0.05 by
ANOVA and the Fisher posthoc test.
doi:10.1371/journal.pone.0018043.t003

March 2011 | Volume 6 | Issue 3 | e18043



Adult Body Weight (g) Diet C HFP
750 . Maternal @ ()
e =Y
3 2, Final . |:]
500 T B
<
a b a
250 7
e
0"

(20) (22) (21) (286) (21) (24) (21) (24)

Body Weight gain (g)

300 7
b
.
200 1
a
a
100 T =
a a
0 ""(20) (22) (21) (26) (21) (24) (21) (24)
Male Female

Figure 6. Impact of post weaning diet on the body weight of
male and female pups born to dams fed the control diet (C) or
high-fat diet (HF). At weaning offspring were divided into four
groups of each gender (CC, CH, PC, PH; n from 20 to 26) and named
according to the post weaning diet (C or P, first letter) and to maternal
diet (C or H, second letter). From weaning to 7 weeks of age all groups
were assigned to chow diet then swithched to C or P diet for 13
additional weeks. Body weight and body weight gain are reported in
panel A and B, respectively. Different superscript letters < denote
significant differences at p<<0.05 by ANOVA and the Fisher posthoc test.
doi:10.1371/journal.pone.0018043.g006

group (Fig. 7). In contrast, IR expression was not affected by
dietary conditions (data not shown). We have also shown that
POMC and AgRp expression were not affected by dams’ diet by
immunohistochemistry (Supporting Data, Fig S1). In the liver, the
expression level of phosphotyrosine phosphatase 1B (PTP-1B) was
significantly increased in PH group as compared to the other
groups (Fig. 8), and a similar effect was found for the expression of
adiponectin receptors 1 and 2. Insulin receptor expression was
significantly reduced in CH group as compared to the others.

In female offspring, hypothalamic expression of POMC and
NPY was affected by maternal diet independently of offspring diet
(fig. 9) and expression of Obrb was only increased in PC group
whereas UCP2 expression was not affected (fig. 9). In liver, no
significant change was observed for PTP-1B, IR, AdipoR1 or
AdipoR2 (data not shown).

Impact of a HF diet on the cytoarchitectonic organization
of the hypothalamus

Since high fat diet given to dams seemed to deeply affect the
offspring energy homeostasis, we hypothesized that this could be
associated to changes in hypothalamic and more precisely in
arcuate nucleus organization. The immunohistochemical detec-
tion in the ARC revealed that the maternal HF diet induced a

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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significant increase in the density of astrocytic processes around
the blood vessels in males (p<0.05) at weaning whereas this
alteration was not observed in females (fig. 10). This gender-
specific modification was maintained until adulthood (data not
shown). It is to notice that the maternal HF diet had no effect on
the vascularisation or the global astrocyte coverage in the ARG,
whatever the gender.

Discussion

The highly palatable P diet used in the present study has been
initally presented as an alternative to the classical cafeteria diet to
promote a massive obesity [27,28]. Thus the P diet induced a
massive obesity in dams, which was persistent from before mating
and throughout gestation and lactation as pups were reared in
large litters. At weaning, pups born to P dams exhibited slight
growth retardation as compared with those born to control dams.
This observation might be surprising since stress is likely
minimized in pups weaned on day 28 (instead of day 21), which
progressively complete milk by the maternal solid food, as under
natural conditions. For comparison with our previous study, dams
fed the HF diet (60% energy as palm oil) only presented a slight
overweight before mating, followed by a spectacular body weight
loss during the lactation period [22] and weaning pups weighed
10% less than those of normally fed dams. Using a HF diet based
also on vegetal oil, others reported that gestation/lactation
alleviate some of the effect of HF feeding on body weight gain
of dams compared to nonpregnant rats but at day 20, pups reared
in small litters appeared heavier and fatter, and considered to be
more predisposed to obesity [19].

Among the four groups of adult male rats born to C or P dams
and weaned on the C or P diet, only the control CC group
exhibited an increased phosphorylation level of both STAT3 and
ERK1/2 in the hypothalamus in response to leptin challenge. It
may be concluded that in the three other groups, a central leptin-
resistance was either induced by the post-weaning P diet (PP and
PC groups) and/or programmed by the maternal P diet (CP
group). Interestingly, only rats fed the post-weaning P diet were
overtly obese with classical associated traits of the metabolic
syndrome, such as hyperglycemia, hypertriglyceridemia, hyperin-
sulinemia and hyperleptinemia on fasting state. Those born to P
dams and weaned on the balanced C diet (CP group) displayed a
normal corpulence and their plasma parameters were quite similar
to those of control rats, as reflected by normal body composition.
Thus, the defective central leptin signaling, inherited by the
offspring of obese dams, is quiescent in these animals which display
no tendency to become overweighed even after 5 post-weaning
months on the control diet. The physiological significance of this
observation 1s not yet understood. Unexpectedly, the degree of
obesity induced by the post-weaning P diet was not exacerbated in
offspring born to obese dams and plasma parameters were similar
in both groups of leptin-resistant rats, except higher insulin and
HOMA values and lower cholesterol level, in the PP than in the
PC group. It is to note that the food efficiency of the highly
palatable P diet was higher in the PP than in the PC group,
suggesting that the maternal P diet programmed a “thrifty”
phenotype which tended to minimize the degree of diet-induced
obesity in the offspring, as a predictive adaptive response to the
obesogenic diet [23]. In the same way, the inherited “spendrift”
phenotype observed in offspring born to HF dams, when
maintained on the same HF diet, probably accounts for their
unexpected resistance to the HF diet [22]. In order to verify
whether a maternal HIF diet protects offspring from developing
obesity and metabolic/endocrine alterations, adult offsprings born
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to HF or control dams and weaned on a chow diet were submitted
thereafter to the obesogenic P diet. In both genders, offspring born
to HF dams and fed the C or P diet exhibited lower body weight as
compared to their counterparts born to control dam. Thus, the
maternal HF diet clearly affects body weight gain of pups, which
confirms our previous data [22]. In addition, but only in males, the
daily energy intake was higher for PH and CH groups than for PC

Table 4. Corpulence and plasma parameters measured in male and females offspring of dams fed the control or high-fat diet (C or
H as 3™ letter) after feeding the control or highly palatable diet (C or P as 2™ letter) for three months.

Males mcc MCH MPC MPH

(n) (20) (22) (21) (26)

Body weight (g) 524+13° 458+11° 653+17¢ 573+11¢
Naso-anal length (cm) 25.67+0.18° 24.82+0.16° 26.79+0.25° 26.27+0.17°
Corpulence index* 0.83+0.02° 0.77+0.02° 0.94+0.02¢ 0.86+0.01°
Body weight gain (g) 144+7° 139+5° 259+11° 251+10°
Plasma glucose (g/L) 0.93+0.012 0.95+0.01° 1.01+0.02° 1.00%0.02°
Plasma insulin (ng/mL) 0.44+0.04° 0.36+0.05° 1.24+0.12° 1.16+0.10°
Plasma leptin (ng/mL) 3.55+0.48° 2.98+0.45° 12.61+0.84° 12,80+ 1.46°
Plasma Triglycerides (g/L) 0.89+0.07° 0.73%0.05% 1.83£0.13¢ 1.28+0.12°
Plasma Cholesterol (g/L) 0.63+0.03 0.55*0.02 0.600.04 0.560.02
Females FcC FCH FPC FPH

(n) (21) (24) 21) (24)

Body weight (g) 280+6° 260+6° 353+10° 295+7°
Naso-anal length (cm) 21.2+0.2% 21.1+0.2% 22.1+0.2° 21.3+0.2°
Corpulence index* 0.66+0.02*° 0.62+0.01° 0.75+0.02° 0.68+0.01°
Body weight gain (g) 58+2° 61+3° 121+8°¢ 9442
Plasma glucose (g/L) 0.90+0.01 0.95+0.02 0.94+0.01 0.94+0.01
Plasma insulin (ng/mL) 0.23+0.02° 0.26+0.02° 0.53+0.06° 0.53+0.05°
Plasma leptin (ng/mL) 1.93+0.22° 1.68+0.21° 6.47+0.78% 5.22+0.52°
Plasma Triglycerides (g/L) 0.46+0.02° 0.41+0.02° 0.78+0.07¢ 0.55+0.03¢
Plasma Cholesterol (g/L) 0.67+0.03* 0.66-0.02% 0.76+0.05° 0.74+0.03°
Different superscript letters << denote significant differences at p<<0.05 by ANOVA and the Fisher posthoc test.
doi:10.1371/journal.pone.0018043.t004

and CC groups, respectively. This suggests that male offspring of
HF dams exhibited higher energy expenditure which may account
for their lower body weight and corpulence index. In both gender,
the P diet given in adulthood clearly increased the plasma leptin
levels which reached the same final value in PC and PH groups,
regardless the maternal diet. In females, plasma leptin was lower in
PH group than in PC group, likely in relation with the difference

Table 5. Daily energy intake (calculated by animal and by 100 g body weight) in male and female 16 week-old rats (2 or 3 by
cage), after 4 weeks feeding the palatable P diet or maintained on the chow C diet since weaning (P or C, respectively as 2" letter),
according to the maternal chow or high-fat diet (C or H, respectively as 3rd letter).

Male rats mcc MCH MPC MPH

(n) (21) (21) (22) (29)

Body weights (g) 483+12° 417+11° 546+15¢ 459+93
Daily energy intake (kcal/rat) 88.5+2.7° 86.7+3.1° 101.7+2.6° 95+2.2°
Relative daily energy intake (kcal/100 g body weight) 18.7+0.4° 20.9+0.4° 17.9+0.7° 20.4+0.5°
Female rats FcC FCH FPC FPH

(n) (18) (24) (18) (29)

Body weights (g) 266+6° 248+42 317+10° 265+52
Daily energy intake (kcal/rat) 66.1+1.6°° 60.4+2.0° 67.7+2.3° 61.4+1.2°
Relative daily energy intake (kcal/100 g body weight) 24.7+0.7° 24.0+0.5° 21.6+1.1° 22.9+0.6%°

doi:10.1371/journal.pone.0018043.t005
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Different superscript letters *° denote significant differences at p<<0.05 by ANOVA and the Fisher posthoc test.
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Figure 7. Impact of post weaning diet on hypothalamic gene expression of male pups born to dams fed the control diet (C) or high-
fat diet (HF). At weaning offspring were divided into four groups of each gender (CC, CH, PC, PH; n=10) and named according to the post weaning
diet (C or P, first letter) and to maternal diet (C or H, second letter). From weaning to 7 weeks of age all groups were assigned to chow diet then
swithched to C or P diet for 13 additional weeks. UCP-2, NPY, POMC and ObRb expression were measured by quantitative RT-PCR and results were
normalized to 185 RNA. Different superscript letters *° denote significant differences at p<<0.05 by ANOVA and the Fisher posthoc test.

doi:10.1371/journal.pone.0018043.g007

in body weight gain between the two groups. Interestingly, in both
genders, TG plasma levels were lower in PH than in PC group,
reflecting a potential protective effect of the maternal HF diet
against adverse effects of the P diet on offspring.

In an attempt to understand mechanisms underlying the
potential protective action of maternal high fat diet, we have
examined the hypothalamic and hepatic expression of key genes
involved in energy homeostasis, and also the astrocyte organiza-
tion in the hypothalamic ARC nuclei.

In male offspring, the hypothalamic expression level of UCP-2
was significantly reduced in PC group as compared to the other
groups and specifically to PH group. Thus, the maternal HF diet
contributed to maintain UCP-2 expression level in PH group
similar to that of CC and CH groups and this may explain, at least
partially, the lower body weight of this group as compared to PC
group. It has been reported that mitochondrial respiration in the
hypothalamus is dependent upon UCP-2 which is involved in
POMC neurons plasticity and also in NPY/AgRP activation in the
fasted state [29,30]. Thus the alteration of UCP-2 expression may
affect energy homeostasis in PC group. Furthermore, UCP-2 has
been described to protect hypothalamic cells from inflammation
damage induced by TNF alpha [31]. This hypothesis is reinforced
by the fact that both POMC and NPY expressions were affected in
PC group as compared to PH group. The level of ObRb
expression was affected in PC and PH as compared to CC group
which may be associated to the higher circulating leptin levels.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Interestingly, in male offspring liver, PH goup exhibited a higher
expression level of Adiponectin receptors R1/R2 as compared to
the other groups. AdipoR2 in liver is associated to increased fatty
acid B oxidation and reduction of circulating TG [32], this is in
good agreement with our data where body weight was lower and
relative daily energy intake was higher in PH group as compared
to PC group. Furthermore, the TG plasma level is lower in PH
group as compared to PC and this could result, at least partially,
from the overexpression of liver AdipoR1/R2 in PH group.
These results contrast with those obtained in females, where
hypothalamic UCP-2 expression levels were similar in all studied
groups whereas maternal HF diet seemed to affect NPY and
POMC expression levels in CH and PH groups. In liver, all
studied genes were not affected in females (data not shown). This
suggests that HF diet given to dams protects male and female
offspring, from adverse effects of high palatable diet at least at the
level of corpulence index and metabolic markers such as reduced
TG, through probably gender-dependent mechanisms. This
hypothesis is reinforced by the fact that the maternal HF diet
induced a significant increase in the arcuate nucleus density of
astrocytic processes around the blood vessels in males but not in
females at weaning. This gender-specific modification was
maintained until adulthood. It is to notice that the maternal HF
diet had no effect on the vascularisation or the global astrocyte
coverage in the ARG, whatever the gender. This gender-
dependent change in the astrocytic coverage is probably due to
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Figure 8. Impact of post weaning diet on hepatic gene expression of male pups born to dams fed the control diet (C) or high-fat
diet (HF). At weaning offspring were divided into four groups of each gender (CC, CH, PC, PH; n = 10) and named according to the post weaning diet
(C or P, first letter) and to maternal diet (C or H, second letter). From weaning to 7 weeks of age all groups were assigned to chow diet then swithched
to C or P diet for 13 additional weeks. UCP-2, NPY, POMC and ObRb expression were measured by quantitative RT-PCR and results were normalized to
185 RNA. Different superscript letters >® denote significant differences at p<<0.05 by ANOVA and the Fisher posthoc test.

doi:10.1371/journal.pone.0018043.9g008

sexual dimorphism. Testosterone exposure has been shown to
induce significant increase in stellation response in ARC atrocytes
[33]. The sexual differentiation of astrocyte morphology has been
also reported in other brain areas such as preoptic area where
testosterone induced significant modifications in process length
and number of astrocytes [34]. Thus, the increased density of
astrocytes in male offspring of HF dams may contribute to the
formation of synapses and their efficacy leading to establishment of
synaptic patterning.

In female offspring of HIF dams, the protective effect of maternal
HF diet is most likely due to mechanisms that are not yet identified
but it is noteworthy to take into account the reduced expression
levels of NPY and POMC at the hypothalamic level in PH and
CH female groups as compared to PC and CC groups. Since NPY
is an orexigenic neuropeptide this may at least partially explain the
protective effect of maternal HF diet by limiting then food intake
despite the challenge with the P diet leading to reduced body
weight gain.

Taken together, our data show that offspring born to overtly
obese dams fed a highly palatable P diet beared a defective leptin
signaling in hypothalamus, which remained silencious in pups
weaned on the chow diet, thus without impact on their
predisposition to develop obesity, a situation observed in
fructose-fed rats [35] and in our previous study using a HF diet
based on palm oil [22].

Interestingly, when offspring born to dams fed P or H diet were
compared (experiment 1 and 2), this clearly points out the
protective effect of HF diet given to dams. Because the offspring of
HF diet dams are less exposed to body weight gain even when fed

@ PLoS ONE | www.plosone.org

palatable diet. The protective effect of maternal HF diet involves
gender-dependent mechanisms.

Materials and Methods

Ethics statement

Rat studies were carried out in agreement with the French
legislation on animal experimentation and with the authorization
of the French Ministry of Agriculture (Animal Health and
Protection Directorate).

Diets

The commercial chow diet (C, formula 113 from Safe, F-89290
Augy) contained 55.9% starch, 20% protein, 4.5% lipid and was
used as ground (experiment 1) or pellets (experiment 2). The semi-
solid highly palatable P diet (experiments 1 and 2) was custom-
made in our laboratory according to the described formula
(Holemans Ket al, 2004) using 33% ground commercial chow
(Safe 113), 33% full fat sweetened condensed milk, 7% sucrose and
27% water. The semi-purified HF diet (experiment 2), adapted
from Guo and Jen [19], contained palm oil as the main source of
fat, as detailed [22]. The energy content and distribution (as
carbohydrates, protein and lipids) are given in Table 1 for the 3
experimental diets. Concerning the highly palatable P diet, the
accurate measurement of food and energy intake required a
conversion factor between the weight of fresh semi-solid
preparation and its equivalent weight after deshydratation: the
value of 0.66, for the dry/wet diet weight ratio, was obtained
experimentally by dehydratation of the P diet under vacuum. For
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Figure 9. Impact of post weaning diet on hypothalamic gene expression of female pups born to dams fed the control diet (C) or
high-fat diet (HF). At weaning offspring were divided into four groups of each gender (CC, CH, PC, PH; n=10) and named according to the post
weaning diet (C or P, first letter) and to maternal diet (C or H, second letter). From weaning to 7 weeks of age all groups were assigned to chow diet
then swithched to C or P diet for 13 additional weeks. UCP-2, NPY, POMC and ObRb expression were measured by quantitative RT-PCR and results
were normalized to 185 RNA. Different superscript letters >® denote significant differences at p<<0.05 by ANOVA and the Fisher posthoc test.

doi:10.1371/journal.pone.0018043.g009

all the diets, and especially the ground chow diet, food intakes
were calculated after subtracting the amount of spilled food,
estimated by sifting the litters.

Care and maintenance of animals

Wistar rats were purchased from CER Janvier (Le Genest-St-
Isle, France) and maintained under controlled temperature
(22+1°C), with a 12-12 h light-dark cycle (light on: 8:00 am)
with food and water provided ad libitum. The studies were carried
out in agreement with the FIrench Ilegislation on animal
experimentation and with the authorization of the French Ministry
of Agriculture (Animal Health and Protection Directorate).

Experiment 1. Thirty-two females and 8 males (aged 8-
weeks) were housed by 4 in collective cages and given commercial
pellets for one week for adaptation. Two groups of 16 females were
then formed according to the C (powdered Safe 113) or P (highly
palatable semi-solid preparation) diet given until the end of the
lactation period, and males received commercial pellets (Safe 113)
(Fig. 1). After 6 weeks, one male was introduced in each cage of
females for mating in harem and males were permuted every two
days for 14 consecutive days. Timing of delivery, litter size and
weight were recorded at birth. Litters were adjusted to 10-11 pups
for each dam while maintaining sex ratio as close to 1:1 as possible.
The whole litter weight was checked weekly and the individual
body weight of pups was registered at weaning, when aged 28
days. Four groups of 25-26 male pups each were formed and

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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named according to the post-weaning diet (C or P as first letter for
control or palatable diet, respectively) and maternal diet (C or P as
2" etter). Rats were caged by 2 and allowed to free access to food
and water. Body weights of dams and pups were measured twice a
week. Food intake was monitored during the last 4 weeks before
mating for dams, and during 4 weeks in the post-weaning period
for pups. After 20 weeks on the C or P diet, adult offspring (age: 6
months) were sacrificed (between 9 and 11 a.m.), either in a
postprandial state (4 groups), or after overnight food deprivation
and 30 min after intraperitoneal injection of recombinant rat
leptin (1 mg/kg) or physiological saline. Blood was collected on
heparin (10 IU/mL) and tissues (hypothalamus and liver) were
quickly removed. The hypothalamus was immediately frozen into
liquid nitrogen and the liver was weighed.

Fifty-six old females and 16 males (aged 8-
weeks) were caged by 2 and given commercial pellets (Safe 113) for
one week of adaptation. Females were randomized into 2 groups
(n=28) according to the control pellet C diet (Safe 113) or the
hypercaloric HF diet provided ad libitum for 6 weeks before mating
and throughout gestation and lactation. Litters were adjusted to
10-12 pups at birth. Pups were randomized into four groups,
according to gender and maternal C or high-fat (H) At weaning
when aged 26%1 days, all were assigned to the chow diet for 7
weeks, then in each group, half of the animals were switched to the
obesogenic P diet for 13 additional weeks, while the others were
maintained on the chow diet. The 8 groups were named according

Experiment 2.
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Figure 10. Co-detection of a glial marker (GFAP) and an endothelial marker (laminin) in male (A-F) and female (G-L) offspring born
to dams fed a control (A-C ; G-I) or a high-fat (D-F ; J-L) diet in the arcuate nucleus (ARC) at weaning. Maternal HF diet significantly
increases the density of astrocytic processes around the blood vessels in males (p<<0.05) but not in females (D-F, M). Scale bars =33 pum.

doi:10.1371/journal.pone.0018043.g010

to gender (M or F as Ist letter), final diet (C or P as 2nd letter) and
maternal diet (C or H as 3™ letter) (Fig. 1). The body weight
evolution of rats was registered every week and daily food and
energy intakes assessed during the diet challenge. The animals
were sacrificed when aged 6 months, after an overnight food
deprivation. By analogy with the body mass index (BMI) in
humans, a corpulence index (expressed in g/ cm?) was calculated
from the body weight (g) and the naso-anal length (cm). Blood,

te

liver and hypothalamus were removed as above.

Biochemical analyses

Recombinant rat leptin was produced as previously described
[36]. Phospho-STAT-3 (Tyr705), STAT-3, phospho-ERK and
ERK antibodies were purchased from Cell Signaling T'echnology
(Danvers, Massachusetts, USA). Secondary antibodies (from
mouse and rabbit) conjugated to peroxidase were purchased from
Sigma-Aldrich (Missouri, USA). Other chemicals were generally
purchased from Sigma-Aldrich (France).

Plasma glucose, cholesterol and triglyceride levels were
measured by enzymatic procedures using commercial kits (Elitech,
Salon de Provence, France), by means of an automatic analyzer
(Abbott VP, Rungis, France). Insulin and leptin were assayed by
radioimmunoassay using commercial diagnostic kits (Linco
Research, St. Louis, MO, USA). The homeostatic model
assessment for insulin resistance was calculated from insulin and
glucose concentrations [37].

Western blot analysis

Samples were prepared as previously described [38]. Briefly,
frozen hypothalami were homogenized in lysis buffer (10 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA,

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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0.5% nonidet-P40, 1% Triton X-100, protease inhibitor cocktail
(0.35 mg/ml PMSF, 2 ug/ml leupeptin, 2 pg/ml aprotinin) and
phosphatase inhibitor cocktail (10 mM sodium fluoride, 1 mM
sodium orthovanadate, 20 mM sodium b-glycerophosphate,
10 mM benzamidine). After lysis in ice for 90 min, insoluble
materials were removed by centrifugation (15,000 rpm at 4°C for
45 min) and protein concentrations of the resulting lysates were
determined using a protein assay kit (Pierce, Perbio Science,
France). Proteins (50 pg) were subjected to SDS-PAGE and
transferred onto nitrocellulose membranes. Blots were blocked
with 5% non-fat milk and then incubated in the presence of
appropriate primary and secondary antibodies. Following nitro-
cellulose membrane washing, targeted proteins were revealed
using enhanced chemiluminescence reagents (ECL, Amersham
Life Science, France). The intensity of bands was determined using
Molecular Imaging apparatus (Vilber Lourmat, France) and BIO-
1D software.

Quantitative RT-PCR

Total RNA from hypothalamus and liver was extracted using
Trizol (Invitrogen, France) according to manufacturer’s recom-
mendations. 1 pg of total denatured RNA was reverse transcribed,
and the resulting cDNAs were submitted to quantitative PCR. The
PCR primer sequences used were as follows, UCP-2 forward:
5'TGGCGGTGGTCGGAGATACS', reverse: 5'GGCAAGG-
GAGGTCGTCTGTC3'; NPY forward 5’ATGCTAGGTAA-
CAAACG?Y', reverse 5’ATGTAGTGTCGCAGAG3'; POMC
forward: 5’ AGGTTAAGGAGCAGTGACS’', reverse: 5'CGT-
CTATGGAGGTCTGAAGC3’; LEPRb forward 5" ACCACA-
TACCTCCTCACACTA 3', reverse 5 AGCAGTCCAGCCTA-
CACTCTT 3'; AdipoR1 forward 5'GCTGGCCTTTATGC-
TGCTCG3', reverse 5° TCTAGGCCGTAACGGAATTCS';
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AdipoR2 forward 5 ATAGGGCAGATAGGCTGGTTGAS',
reverse 5'GGATCCGGGCAGCATACAS'; 18S forward 5 TC-
CCCGAGAAGTTTCAGCACATS', reverse 5'CTTCCCAT-
CCTTCACGTCCTTCS'. Real-time PCR was carried out using
the Step One apparatus (Applied Biosystems, USA) and the Fast
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, USA). A ratio of
specific mRNA/18S amplification was calculated, to correct for
any difference in efficiency at RT.

Immunohistochemistry

One-month old male (n=10) and female (n =6) rats born to G
or HF dams were used for the immunohistochemical detection of
glial fibrillary acidic protein (GFAP) and laminin in the ARC.
After deep anesthesia with a ketamin (75 mg/kg) and domitor
(0,5 mg/kg) cocktail, animals were perfused with 100 mL of
phosphate buffered saline (PBS) 1x pH 7.4, followed by 500 mL
of 4% paraformaldehyde in PBS 1X. Brain sections (50-um thick)
were cut with a microtome (HM 650V, Thermo Scientific
Microm, Walldorf, Germany) before being incubated with a
monoclonal mouse anti-GFAP antibody (1:1000, Sigma) and a
rabbit polyclonal anti-laminin antibody (7:1000, Sigma) for 12 h at
4°C. Primary antibodies were then visualized with a donkey anti-
rabbit IgG coupled to FluoProbes-488 (FP-488; Interchim,
Montlugon, France) or a donkey anti-mouse coupled to cyanine-
5 (Cyb; Jackson Immunoresearch Laboratories; Suffolk, UK)
antibodies (1:500). Immunofluorescence (IF) was examined under
a confocal microscope (Zeiss LSM 510 system, Germany). Optical
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sections were taken through the Z axis at 1 pm intervals and
averaged four times. Quantification was performed with Image]
1.36b software (NIH, USA). Perivascular GFAP coverage was
assessed by measuring the GFAP-positive fraction on blood vessels
contours in whole bilateral ARC and after background subtrac-
tion. This operation was performed on six different vessels
throughout six different sections homogenously distributed
through the ARC in each animal.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using (Stat View Software,
ver.5) to detect significant intergroup differences. Values were
expressed as means * SE, and P<<0.05 was considered statistically
significant.
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Résultats-Etude 1

Principaux résultats

Le but de cette étude était d’évaluer I'impact diégime maternel hyperlipidique (régime
HF) sur la prédisposition de la descendance a dppel une obésité sous régime
hypercalorique de haute palatabilité a 'age aduleerégime P. La figure p schématise les

principaux résultats observés.
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Figure 24: résumé des principaux résultats de I'étude @ignce 2)

Nous avons observé que le régime maternel HF iadwkez la descendance :
- un retard de croissance significatif au sevi@@80) partiellement compensé mais toujours
significatif a 'dge de 3 mois (12 a 17%)

- une protection de la descendance contre le g2Bi@n terme de prise de poids
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- une consommation énergétique plus importante ttheescendance male a poids corporel

égal associées a des modifications d’expressionggénde marqueurs de la dépense

énergétique dans I'hypothalamus et le foie

- une réorganisation précoce et durable des prelorgts astrocytaires autour des vaisseaux

sanguins dans le noyau arqué de la descendance méle

A lissue de cette étude, nous pouvons conclurelguégime maternel HF n’a pas eu pour
conséquence de prédisposer la descendance a dmyelope obésité a I'age adulte et
induirait des réponses différentes suivant le sgx®tégeant majoritairement les femelles
contre la prise de poids induite par le régime Fage adulte et induisant chez les males
I'acquisition d'un phénotype « gaspilleur » ainsileqdes réorganisations astrocytaires

importantes dans le noyau arqué de I’hypothalamus.
Ces derniéres données nous ont amenés a noussaiéeel'impact du régime maternel HF

sur l'organisation cytoarchitectonique du noyaward-es parameétres évalués sont présentes

en résultats complémentaires.
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Résultats-Etude 1 : résultats complémentaires

Résultats compléementaires

Impact d’un régime maternel hyperlipidique postnatd
sur I'organisation gliale dans le noyau arqué de ladescendance adulte

Dans un { temps, nous avons souhaité préciser la fenétreguisition des modifications
développementales précedemment présentées. Dans, ¢es rates ont été nourries avec une
alimentation standard pendant la période prénatalsoumises a une alimentation HF
uniguement a partir de la naissance des petitsn delprotocole dit « court »cf Chapitre
Procédures Expérimentales, Paragraphe 1.3.2. Mal#elerogrammation métaboliqud)e
régime maternel HF induisant des réorganisationo@daires visibles des le sevrage et
conservées a I'age adulte, nous nous sommes atackaractériser la glie dans le noyau

arqué de ces animaux a 3 mois.

Organisation astrocytaire dans le noyau arqué

Le marquage de la laminine (en rouge), protéinka deatrice extracellulaire constitutive de la
lame basale notamment sécrétée par les celluleshétidtes, nous a permis de délimiter les
vaisseaux sanguins présents dans le noyau arqueu@g®, Fig. 1A,D). Les astrocytes ont été
mis en mis en évidence par le marquage de la GpARine du cytosquelette des astrocytes
matures marquant essentiellement les prolongemasttecytaires et, dans une moindre
mesure les corps cellulaires (en vert, Fig. 1B,E).

Nous avons observé que la couverture astrocytdobalg, était significativement plus
importante dans le noyau arqué des rats dont la raeait recu un régime HF (régime
maternel C :14,6% 3,2 ; régime maternel HF :328%6 ; p<0,05). Les prolongements
astrocytaires étaient par ailleurs réoarganisésuautes vaisseaux sanguins (Fig. 1C,F). La
surface endothéliale contactée par des prolongenasitocytaires, ou couverture astrocytaire
périvasculaire, était en effet significativemenigptiue doublée chez les animaux dont la mére
avait recu un régime HF (régime maternel C: 20,& %&5; régime maternel HF : 49% =+
4,6 ; p<0,05).
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Régime
maternel
C

Laminine

Régime
maternel
HF

de la laminine (en rouge) et de la GFAP (en veaslle noyau arqué de rats issus de mére
contrdle (A-C) ou HF (D-E). Le régime maternel Higluit une augmentation significative de
la couverture astrocytaire périvasculaire chez lsseendance. Superposition de 25 plans
focaux. Barres d’échelle : 40 um.

Le niveau de vascularisation a été testé entre degx groupes par un margquage
immunohistochimique de la lectine, glycoprotéirantiles carbohydrates présents a la surface

des cellules endothéliales (Fig. 2A,B).

Régime Régime
maternel C maternel HF Figure 2: Immunohistochimie
fluorescente. Détection de la
lectine en microscopie
confocale chez des rats issus
de mere contréle (A) ou HF
(B.) Le régime maternel HF
n'induit pas de modification
significative du niveau de
vascularisation chez la

3V descendance. Superposition
de 28 plans focaux. Barres
Lectine EM d’échelle : 70 um.
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Résultats-Etude 1 : résultats complémentaires

La détection immunohistochimique de la protéine(Bl@ous a permis de mettre en évidence
les corps cellulaires des astrocytes et donc ddémer la densité dans le noyau arqué. Nous
n'avons pas observé de différence significativendmbre de cellules S1B¢ositives entre

les deux groupes (Fig. 3A,B). En revanche, cet imomarquage nous a permis de confirmer

la réorganisation des prolongements astrocytairesiades vaisseaux sanguins (Fig. 3B).

Régime Régime

maternel C maternel HF Figure 3: Immunohistochimie
fluorescente. Détection de la
S10Q3 en microscopie

confocale chez des rats issus de
mére contréle (A) ou HF (B.)
Le régime maternel HF n’induit

pas de modification
significatives  du nombre
d’astrocytes chez la

descendanceSuperposition de
20 plans focaux. Barres
d’échelle : 50 pm.

Organisation tanycytaire dans le noyau arqué

Les épendymocytes du noyau arqué, ou tanycytegtémétectés par immunomarquage de la
vimentine. Afin d’évaluer la surface occupée parpeolongements tanycytaires, nous avons
procédé de la méme fagcon que pour le marquage GFAP.

Nous avons observé que les animaux dont la meieraga une alimentation HF pendant la
lactation présentaient une couverture tanycytagaificativement plus importante que les

animaux contréles (Fig4. A,B ; régime maternel34% + 0,6 ; régime maternel HF : 12,4%

* 3,2 ; p< 0,05).
Régime Régime
maternel maternel HY

Figure  4:  Immunohistochimie
fluorescente. Détection de la
vimentine en microscopie confocale
dans le noyau arqué de rats issus de
mere contréle (A) ou HF (B.) Le
régime maternel HF induit une
augmentation significative de la
couverture tanycytaire.

Superposition de 16 plans focaux.

Yimentine

_ : - {0 / Barres d’échelle : 40 um.
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Résultats-Etude 1 : résultats complémentaires

La surface Glut-1-positive, qui colocalise en grampdetie avec le marquage vimentine-
positif, était également significativement plusvéle chez ces animaux (Fig. 5A,B ; régime
maternel C : 9,1% + 0,6 ; régime maternel HF : 28#1,2 ; p<0,05).

Reégime Régime
maternel ' maternel HF

Figure 5: Immunohistochimie
fluorescente. Détection de Glut-1
par microscopie confocale dans le
noyau arqué de rats issus de mere
contréle (A) ou HF (B.) Le régime

maternel HF induit une
augmentation de la surface Glut-1-
positive.

Superposition de 19 plans focaux.
Barres d’échelle : 40 um.

Evaluation de l'intégrité de la barriere hématoépialique

Les prolongements astrocytaires étant une composadet dans la structure de la barriere
hémato-encéphalique, nous nous sommes intéredaggeameéabilité de cette derniere chez
les animaux présentant une réorganisation des rgeinents GFAP-positifs et Glut-1
positifs. Pour évaluer l'intégrité de cette struetunous avons mesuré I'absorption par le
noyau arqué d’un colorant, le bleu trypan, injedéés la circulation sanguine du ratous
avons ainsi observé que le régime maternel HF saituune augmentation significative de
I'intensité de fluorescence (en u.a) liée passagblele trypan du sang vers le noyau arqué
chez la descendance (Fig. 6A,B : régime maternelZ2 ,7 = 5,6; régime maternel HF :
155,1 + 6,5 ; p value< 0,05).

Régime Reégime Figure 6: Immunohlsj[ochlmle
i fernel C maternel HF fluorescente. Détection de la
diffusion du bleu trypan en
microscopie confocale dans le
noyau arqué de rats issus de mere
contrble (A) ou HF(B). Le régime
maternel HF estassocié a une
diffusion significativement plus
importante de bleu trypan dans le
noyau arqué de la desncendance.
Superposition de 25 plans focaux.
Barres d’échelle : 70 um.

Bleu trypan
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Résultats-Etude 1 : résultats complémentaires

Couverture astrocytaire périvasculaire dans le meatigcker

Le rat Zucker est un modeéle d’obésité génétique due a une rontatu géne codant le
récepteur de la leptine. Nous avons utilisé ce teodeimal afin d’évaluer l'incidence d’'un
défaut de signalisation de la leptine sur I'orgatigs des astrocytes dna sle noyau arqué.
Les doubles-marquages GFAP-Laminine montraient faiele proportion d’astrocytes
accolés aux vaisseaux sanguins chez les rats smMe@Fa, tandis que la couverture
astrocytaire périvasculaire des rats fa/fa obesgsstgnificativement plus dense (Fig. 7A-F ;
rat Fa/Fa: 8,5 % = 1,5; rat fa/fa: 26,4 % + 0@ 0,05 ). Nous n’avons pas observé de
variaion de la couverture astrocytaire globale dbszats fa/fa.

Rat
Fa/Fa

Laminine

Ratfa/fa

Figure 7: Double -immunohistochimie fluorescente. Co-détacen microscopie confocale
de la laminine et de la GFAP dans le noyau arquéatie Fa/Fa (A-C) ou fa/fa obéses (D-E)
Les rats fa/fa présentent une augmentation de lavexure astrocytaire périvasculaire
significative. Superposition de 10 plans focauxr&sad’échelle : 40 um.
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Résultats-Etude 2

Etude 2

Mécanismes d’action du CNTF dans le contréle
hypothalamique de 'homeéostasie eénergétique

The anorexigenic cytokine Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) stimulates POMC gene
expression via receptors localized in the nucleus of arcuate neurons

Couvreur O., Aubourg A., Crépin D., Degrouard Jertier A., Taouis M., CM.
Am J Physiol Endocrinol Metab. In revision

113



Résultats-Etude 2

Présentation de I'étude

Le CNTF est une neurocytokine de la méme famille lgueptine. Si cette molécule a tout
d’abord été décrite pour son rble neurotrophiqus snplication dans la régulation de
nombreux autres processus physiologiques, et notéamndans le contréle de 'lhoméostasie
énergétique est désormais connue. En effet, le CNiffule la perte de poids, méme dans
des situations de leptino-résistance, en activeniriémes voies de signalisation que la leptine
(Lambert et al., 2001). L’action du CNTF nécessi¢eliaison a son récepteur trimérique :
CNTFRa-LIF-R-gp130 (Davis et al., 1993 a,b ; Ip et aB93).

Une récente étude a demontré que le CNTF et sesusiigs réceptrices étaient exprimes par
les populations astrocytaires et neuronales duaumnayqué de I'’hypothalamus. Par ailleurs, le
CNTF endogeéne serait capable de protéger unedradtindividus contre la prise de poids
induite par un régime hypercalorique, suggéranhauveau role pour la cytokine (Vacher et
al., 2008).

A ce jour, les mécanismes d’action du CNTF restatependant incompris car ce dernier ne
possédant pas de peptide signal, il ne peut étrétéépar les voies classiques de I'exocytose.
Une étude menéia vitro a suggéré que le CNTF pouvait excercer une aatioacellulaire
(Monville et al., 2002).

Le but de cette seconde étude a donc été de testehypothésia vivo chez le rat.
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Abstract

CNTF (ciliary neurotrophic factor) is a neural @yine that reduces appetite and body
weight when administrated to rodents or humans. A& recently demonstrated that the
level of CNTF in the arcuate nucleus (ARC), a kepdthalamic region involved in food
intake regulation, is positively correlated withofaction against diet-induced obesity.
However, the comprehension of the physiologicahifigance of neural CNTF action was
still incomplete because CNTF lacks a signal peptahd thus may not be secreted by the
classical exocytosis pathways. Knowing that CNT&tritbution shares similarities with that
of its receptor subunits in the rat ARC, we hypethed that CNTF could exert a direct
intracrine effect in ARC cells. Here we demonstriditat CNTF, together with its receptor
subunits, translocates to the cell nucleus of angeaic POMC neurons in the rat ARC.
Furthermore, the stimulation of hypothalamic nucléactions with CNTF induces the
phosphorylation of several signaling proteins inalgdAkt, as well as the transcription of the
POMC gene. These data strongly suggest that idllsre CNTF may directly modulate
POMC gene expression via the activation of receptmralized in the cell nucleus, providing
a novel plausible mechanism of CNTF action in ratinfj energy homeostasis.

Keywords: Energy homeostasis; Signaling pathways; Confouelroscopy; Transmission
electron microscopy; Run on.



Introduction

CNTF (ciliary neurotrophic factor) is a 22 kDa dyitee expressed mainly in the
nervous system by neuronal and glial cells. Origyndt was shown to promote the survival
of ciliary ganglion neurons (6, 26). Today, we kntvat its spectrum of activities is much
broader since it includes the differentiation andfarvival of a variety of nervous cells such
as motor neurons, oligodendrocytes and astrocy®s 38, 50). In an initial clinical trial
designed to test the efficacy of a CNTF analoguyaréwent motor neuron degeneration, some
patients suffered a substantial weight loss (38)cesthen the mechanisms by which CNTF
induces weight loss have been deciphered usingahmmodels and it has been shown that
CNTF mimics the ability of leptin, an adipocyte-sted cytokine, to decrease food intake
and produce fat loss. Moreover, and interestinGyTF is able to bypass leptin resistance in
diet-induced obesity model, a more representatiodahof human obesity (19).

Similar to leptin, CNTF acts through neurons lodate hypothalamic centers that
control energy homeostasis, including the arcuattens (ARC) (36). The ARC contains two
main neuronal populations that exert opposite &ffeneuropeptide Y (NPY)-producing
neurons and pro-opiomelanocortin (POMC)-synthegin@urons, which stimulate and inhibit
appetite, respectively. The anorexigenic actiomxagenous CNTF has been attributed to a
decrease in NPY gene expression (63) and an ircned&®0MC transcription (1) in rats.

Functional CNTF receptor encompasses three sub@h$F first binds tats specific
CNTF receptor (CNTFR), which induces heterodimerization of th&' ‘components of the
receptor complex, gpl130 and leukemia inhibitorytdaceceptor3 (LIFR) (14-15, 30). In
rodents, CNTF shares signaling cascades with leptthe ARC. Indeed, thB component
dimerization initiates the association with janusake-2 (JAK-2), and this subsequently
phosphorylates specific tyrosine residues on thragellular domains, creating docking sites
for Src homology—containing signaling componentsefB, this leads to the inhibition of
AMP-activated protein kinase (AMPK) (55) and thdiation of the phosphoinositide 3-
kinase (PI3K)/Akt, mitogen-activated protein kinasaracellular signal-regulated kinase
(MAPK/ERK) and signal transducer and activatorrahscription 3 (STAT3) pathways (14-
15, 44, 53). Phosphorylated STAT3 forms a dimet trenslocates to the nucleus where it
activates the transcription of target genes, suscthat encoding POMC (54). The activation
of this signaling pathway by CNTF is negatively miaded by members of the suppressor of
cytokine signaling (SOCS) family of proteins (1l)terestingly, we have shown that leptin
but not CNTF is able to induce protein-tyrosine gpttatase-1B (PTP-1B) expression. In
addition, CNTF signaling was not affected by PTP-@Rr-expression, which may at least
partially explain its efficacy in leptin resistastate (9).

Recently, the contribution of endogenous CNTF ® ghysiological control of energy
homeostasis has been proposed with the finding lobdy weight-dependent production of
CNTF in the rat ARC (57). Nevertheless, the comension of the physiological significance
of neural CNTF action was still incomplete becaGd&'F lacks a signal peptide (49), and thus
may not be secreted by the classical exocytostsnzats. Several studies have indicated that
CNTF may be released in pathological states sudbraia lesions or inflammation (23, 51,
62). However, the synthesis of CNTF is not limitedhese conditions. Thus, we propose here
that besides its extracellular action in patholabg&ituations, endogenous CNTF may act also
intracellularly to take part in the control of egghomeostasis.

We have previously shown that CNTF distributionrelasimilarities with that of its
receptor subunits in the rat ARC. Indeed, a majasit neurons and astrocytes express both
CNTF and CNTFR, and both components of the receptor are ubiquitous in #1eARC
(57), suggesting the possibility of an intracririteet of the cytokine as previously envisaged
in cell culture (40). The aim of the current worlasmo validate this hypothesisvivo, and to
evaluate the impact of such a mechanism on thethg@mic control of energy homeostasis.
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Here we demonstrate that CNTF and its receptoresrdat in the nucleus of ARC cells,
including anorexigenic POMC neurons. Moreover, CMlifulation of hypothalamic isolated
nuclei increased Akt phosphorylation and POMC dgesmascription. Taken together, these data
indicate that intracellular CNTF may exert an erglagus anorexigenic action via the
activation of receptors localized in the cell nusleéhat leads to the stimulation of POMC gene
expression. These data provide a novel plausiblehamesm of CNTF action in the
hypothalamic regulation of energy homeostasis.

Materials and Methods

Animals and housing.All experiments were performed in agreement withdpean legal
requirements (Decree 86/609/EEC) and approved djottal committee on Animal Welfare.
Thirty 3-month-old Wistar male rats (Rattus noree) were used. They were housed under
12 hrs light/dark cycles (lights on 0700; lights @000) with access to food and watet
libitum. They were killed at the same time of the daywieen 1400 and 1600).

SH-SY5Y cells.The human neuroblastoma cell line (SH-SY5Y) wasioled from Dr. B.
Dufy (UMR 5543, CNRS, Bordeaux-II University, Franand cultured according to (10).

Immunofluorescence. The immunohistochemical analyses were performedorasiously
described (57) in ten rats. Hypothalamic floatiegtens (50um thick) were incubated with a
combination of goat anti-CNTF (1:200, R&D SysterMinneapolis, MN, USA), goat anti-
CNTFRa (1:200; Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), rabhitti-LIFR (C-terminal)
(1:1000; Santa Cruz Biotechnology), mouse anti-GE@&Fal Fibrillary Protein, 1:500, Sigma,
St-Quentin-Fallavier, France), rabbit anti-gp130 -t@minal) (1:200; Santa Cruz
Biotechnology), rabbit anti-JAK-2 (1:100; Santa £miotechnology), rabbit anti-Akt (1:100,
Cell Signaling), mouse anti-NeuN (Neuronal Nucleil000, Millipore, Molsheim, France),
and rabbit anti-POMC (1:5000, Phoenix Pharmacedgti¢aurlingame, CA, USA) antibodies.
Primary antibodies were visualized by using Flud@ss488 (FP-488; Interchim, Montlugon,
France) or cyanine-5 (Cy5; Jackson Immunoreseastbolatories, West Grove, PA, USA)
conjugated donkey anti-goat, rabbit, mouse or shaefibodies (1:400). The choice of
antibodies was based on their cross-reactivityerrat forms of our molecules of interest and
on their previous characterization on system nesvaections (8, 17, 24, 35, 61). Moreover,
their specificity was tested on Western blots anth vgeveral controls: incubation with
blocking peptides (Santa Cruz Biotechnology; 1 hroam temperature prior to addition to
sections) and omission of the antibodies. In aflesa immunofluorescence was reduced to
background levels. Moreover, the specificity of GNantibody was tested on brain sections
coming from CNTF knock-out mice (generously given Prof. R. Sendtner; (37)). Some
sections were counterstained with DAPI or ethidihomodimer-2 (EtH-2; 2 pg/ml; 1 hr;
Invitrogen-Molecular Probes), a membrane-permetibtgescent dye which binds to nucleic
acids allowing the visualization of the differedlalar compartments.

Microscopy and image acquisition

Immunofluorescence was examined by confocal miomgdZeiss MRC 1024ES; Zeiss
microscopy, Jena, Germany). Series of optical @estivere collected through the Z axis at
0.4 um or 0.2 um intervals and averaged three tif@sr lasers at 450 nm, 488 nm, 543 nm
and 633 nm were used for the excitation of DAPLABB, EtH-2/PLA and Cy5, respectively.
Images were taken through a 40x or a 63x oil immersbjective. The images used for three
dimensional cell reconstructions were scanned avitbom of 3.5.

Image processing and analysis



CNTF- and its receptor subunits-immunofluorescesmdabited a punctiform-like pattern. To
investigate the distribution of these punctae tgtothe ARC cells, 0.2-pum-thick focal planes
of EtH-2 stained cells were acquired and proce$sedD reconstructions. Confocal image
stacks were automatically converted to a formatbimg their processing by programs
developed using the Free-D software libraries (e segmentation was then performed as
follows. The cell and nucleus contours were delie@ananually on each EtH-2 colored focal
plane and a surface model of the plasmic membriangréy) and the nuclear envelope (in
red) was generated. A third model was created tot peimunofluorescent spots (in green).
The distribution of green spots was quantifiechi@ tytoplasm and the nucleus on 3 different
cells from 3 different sections and 3 differensrasing ImageJ 1.36b software (NIH, USA).

Immunogold electron microscopyRats were perfused with a fixative solution (2%
paraformaldehyde, 0.5% glutaraldehyde; Electronrddicopy Sciences, Washington, PA,
USA). Briefly bilateral ARC were microdissected frdmypothalamic slices, dehydrated and
embedded in LR White resin (Sigma). Ultrathin satdi (70 nm) were cut and transferred to
nickel grids with a formvar/carbon film for posteeduling immunogold labelling. These
sections were saturated and incubated with a cahbmof primary antibodies raised against
CNTF (1:50), CNTFR (1:100), LIFR (1:200) or gp130 (1:50) overnight4dC. The sections
were then incubated with donkey anti-goat and/or kdgnanti-rabbit immunoglobulins
respectively coupled to 10 or 6 nm colloidal goldrtigles (1:30; Aurion Costerwegs,
Wageningen, The Netherlands). Sections were firalytrast-stained in a 5% uranyl acetate
solution, observed with a transmission electronrosicope at 80 kV (EM 208, Philips,
Eindhoven, The Netherlands) and pictures were talkamy a CCD wide angle camera (AMT,
MA, USA). Control experiments were performed by timg primary antibodies. For each
group of particles, deposits were performed in orde evaluate particle size segregation.
Diametermean and SEM were calculated and particle diameters plottedn a frequency
distribution. Immunogold particles localized in tlegtoplasmic, nuclear and extra-cellular
compartments were counted manually.

Preparation of nuclear and cytosolic extractsHypothalamic samples from five rats were
homogenized and then nuclear, cytoplasmic and nemebiractions prepared as previously
described (21). Briefly, whole hypothalami were lganized individually in a nuclear
homogenization buffer (NHB) containing 20 mM Tn 7.5, 10 mM NaCl, 1 mM MgGl
Nonidet P-40 at the final concentration of 0.15%n1 NaF, 20 mMp glycerol phosphate,

1 mM PMSF, 1mM Ng/Og4, 2ug/mL leupeptin and 2ug/mL aprotinin were theldea.
Homogenates were centrifuged for 5 min at 1500 rfopernatants were kept as cytosolic
extracts and nuclear pellets were resuspendedindume of NHB and centrifuged at 1500
rpm for 5 min twice again. Integrity of the nucleas examined on a small part of the pellets
using a toluidin blue staining.

Stimulation of isolated nuclei with CNTF or leptin. The nuclei were resuspended in a
stimulation buffer containing 50 mM Tris-HCI, pH5/.1 mM MgC}, 2 mM EGTA, 10 mM
NaF, 20 mMp glycerol phosphate, 1 mM PMSF, 1 MM N®,, 2 pg/mL leupeptin and 2
pa/mL aprotinin before being incubated for 10 mir8a°C with CNTF (1 nM) or leptin (10
nM) in the presence or not of ATP (5 uM). Protg{58-80 ug) were resolved by SDS-PAGE
and electrotransferred to nitrocellulose. Membramese then incubated with the appropriate
primary and secondary antibodies, and targetedeijmotwere visualized by enhanced
chemoluminescence reagents (ECL detection kit).



Immunoprecipitation. Proteins (500 pg) were incubated overnight at 49@ W0 pL of
CNTFRa, LIFR or gpl130 antibodies and lysis buffer contagn10 mM Tris-HCI, pH 7.5,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton X-1Ghd 0.5% Nonidet P-40 for the
binding step. Then protein A (40 uL) was addechiogreparation and incubated at 4°C for 2
hours to capture the immune complex. After a sgutB800 rpm for 3 min, the pellets were
resuspended in 500 pL of lysis buffer and centatudgor 3 min at 13 000 rpm again. We
performed this step three times before subjectiegoroteins to SDS-PAGE and Western blot
experiments using CNTRRand gp130 antibodies. Control experiments weréopeed by
immunoprecipitating our samples with irrelevantilaodies raised against Lammer protein
kinase and Protein-tyrosine phosphatase 1B.

Western blots.Proteins (50 pg) were subjected to SDS/PAGE andéffeblot analysis using
the same antibodies as mentioned above in addibomouse anti-phosphotyrosine 100
(Millipore, Temecula, CA, USA), rabbit anti-p44/£RK (Thr 202/Tyr 204), rabbit anti-44/42
ERK, rabbit anti-pJAK2 (Tyr 1007/1008), rabbit adAK-2, rabbit anti-pAkt (Ser 473), rabbit
anti-Akt, rabbit anti-pSTAT3 (Tyr 705) and rabbiitaSTAT3 (Cell Signaling). All Western
blots were normalized to the corresponding totakgins. Blot quantification was performed
by using BiolD software (Vilber Lourmat, Marne-laNée, France).

Nuclear Run-on reaction.Nuclei isolation from the hypothalamus of five ratas adapted
from the previously published method (46). Brieflyypothalami were isolated from 5
anesthetized Wistar rats. Hypothalamus samples iag)0were rapidly homogenized in ice
cold buffer A (15 mM HEPES, pH7.5, 60 mM KCI, 3md/BSA, 300 mM sucrose, 5 mM
each of EDTA and EGTA, 1 mM dithiothreitol (DTT)0.5 mM spermidine, 0.5 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, and Rg/ml each of leupeptin and aprotinin). Following
centrifugation at 700 g at 4°C for 10 min, the résgl pellet containing crude nuclei was
suspended in ice cold buffer B (similar to buffeeXcept 0.1 mM of each EDTA and EGTA,
and the addition of 5 mM MgOAc) and centrifugedhe same condition as described above.
The final nuclei pellets were suspended in stotagéer (40% glycerol, 75 mM HEPES, pH
7.5, 60 mM KCI, 15 mM NaCl, 5 mM MgAc-, 0.1 mM eaoh EDTA and EGTA, 1 mM
DTT, 0.5 mM spermidine, and g/ml each of leupetin and aprotinin), and frozen
immediately in liquid nitrogen, and stored at -80°T® determine transcription of POMC
gene in response to CNTF, a qRT-PCR based on mualeaon technique was used, as
previously described (28). Briefly, frozen nucleene thawed on ice, and equal volumes of
nuclei and reaction buffer (20% glycerol, 100 mM IKGO mM MgCI2, 4.5 mM DTT, 1.2
mM ATP, 0.6 mM each of CTP, TTP and UTP, and 8@samil RNase inhibitor, and finally 1
nM of CNTF was added; and in control CNTF was stiitsd by equal volume H20) were
mixed and incubated at 22°C for 45 min. RNA wastkgtracted using TriZol (Invitrogen,
France) according to manufacturer's recommendations

Quantitative RT-PCR. Nascent RNA from the nuclear run-on reactions wasgense
transcribed using the Super-Script Il RNase H-sysfénvitrogen, France) as previously
described (9). The resulting cDNAs were submittedyiantitative PCR. The PCR primer
sequences used were as follows, POMC forward: 5AGEAGGAGCAGTGAC3I,
reverse: 5CGTCTATGGAGGTCTGAAGCTI; NPY forward:
5’ATGCTAGGTAACAAACG3S', reverse: 5’ ATGTAGTGTCGCAGAG3 and 18S forward
5TCCCCGAGAAGTTTCAGCACAT3, reverse 5'CTTCCCATCCTTACGTCCTTCS3.
Real-time PCR was carried out using the Step Oparafus (Applied Biosystems, USA) and
the Fast SYBR Green Master Mix (Applied BiosystetdSA). A ratio of specific Nascent



POMC-RNA/18S amplification was calculated, to cotror any difference in efficiency at
RT.

Recombinant CNTF and leptin. Human CNTF and ovine leptin were produced by Rmote
Laboratories Rehovot (PLR) as previously descrdnedl validated (16, 18, 57).

Statistical methods. A 2-tailed Student'st-test was used to compare the frequency
distribution patterns, and a Friedman test wasiemhrout to detect significant differences
between different treated samples. These tests e performed with StatView (StatView
4.0, Abacus Concept Inc., Berkeley, CA, USA) andhwhnaStats.fr (Rilly-sur-Vienne,
France). Data are presented as means + SEM. Resrtsconsidered significant if4 0.05.

Results

CNTF and its receptor subunits are expressed orexigenic neurons of the ARC

We have previously demonstrated that CNTF was aesprein 90% of astrocytes and
75% of neurons in the rat ARC (57). Because CNTiRiatration decreases food intake, we
addressed the possibility for the cytokine to bedpced in anorexigenic neurons. Thus we
have detected POMC by immunohistochemistry in r&sth approaches evidenced the
presence of a punctiform CNTF-immunofluoresceninstg in 100% of anorexigenic POMC
neurons of the ARC in rat (Fig. 1A-H). The spedificof CNTF staining was validated on
hypothalamic sections obtained from CNTF knock+wmite (Fig. 11-J). Moreover, all POMC
neurons of the rat ARC exhibited an immunoreactititr CNTF receptor subunits, namely
CNTFRa (Fig. 2A-C), LIFR (Fig. 2D-F) and gpl130 (Fig. 2G-I)t is to note that the
immunofluorescence for CNTF and its receptors wasiqularly intense in the cell nucleus
(arrows), as evidenced with the DAPI counterstaiming.4-thick-focal planes (Fig. 1A-D) or
on 1.2-pm-thick stacks of high magnification scéfg. 1E-H), in POMC neurons as well as
in POMC-immunonegative cells. This nuclear stainapgpeared in clustered dots, which co-
localized with the heterochromatin protein 1 (nbbwn), a positive regulator of active
transcription in euchromatin (33), suggesting aptal role of nuclear CNTF in the regulation
of gene transcription. Finally, a specific cytoplas and extracellular staining was also
evidenced for CNTF, CNTHR LIFR and gp130, which are known to exist as seldbrms
(14, 41, 43, 52).

CNTF and its receptor components are localizethenucleus of rat ARC cells

In order to confirm and quantify the presence BITE and its receptors in the ARC
cell nuclei, we have counterstained hypothalamitices with EtH-2, a fluorescent molecule
that stains nucleic acids with a high affinity ahat allows the delimitation of the different
cell compartments. We then estimated the relatidear and cytoplasmic contents of CNTF
and its receptors from 3D reconstructions of higibgmfication confocal stacks. We found
that CNTF and its different receptor partners waeenly located in the nuclear compartment.
Indeed, 65% 21 of CNTF (Fig. 3A,G), 77% 11 of CNTFRx (Fig. 3B,G), 87%t 5 of LIFR
(Fig. 3C,G) and 67% 10 of gp130 (Fig. 3D,G) staining were locatedhe nhucleus of rat
ARC cells. Besides, a staining of CNTF receptorusitis was observed close to the cell
membrane (Fig. 3B-D). It is also noteworthy that gredominant nuclear distribution of
CNTF and its receptor subunits was observed thrauigine hypothalamus. In addition, JAK-
2, a signaling molecule associated to CNTF recepttaunits, was also present in the cell
nucleus up to 29% 17 although its main location was cytoplasmic elode to the inner cell
membrane (Fig. 3E,G). Finally, Akt, a downstreamnaling element, exhibited a nuclear
localization that reached 63%22 in the ARC cells (Fig. 3F,G).



CNTF and its receptor subunits may interact in tek ucleus of rat ARC cells

Previousin vitro studies have demonstrated that the activation NTF receptor
required the heteromerization of its subunits. heak the possibility that these molecules
form a CNTF tripartite complex in the ARC cells, vperformed multiple immunogold
stainings followed by a transmission electron micopy analysis. Four pairs of proteins were
tested, according to the host species of pre-ctaaiaed antibodies (see “Materials and
Methods”): CNTF/LIFR, CNTF/gp130, CNTRRLIFR and CNTFR/gp130. For each group
of particles, deposits were performed in orderval@ate particle size segregation. Diameter
mean and SEM were calculated and particle diameters plottedn a frequency distribution
(Fig. 4A). The difference was highly significant.§39 + 0.17 (n=72)versus9.522+ 0.1
(n=84); p<0.0001; 2-tailed Studentdest). Despite the use of a post-embedding method,
chosen to facilitate the accessibility of the ardiles to the deep cellular compartments such as
the cell nucleus, the tissue integrity was presgraed the main organelles including rough
endoplasmic reticulum, mitochondria, nuclear envelopeterochromatin and euchromatin
were easily identified. The same four pairs of girtg as previously mentioned were tested.
Omission of the primary antibody validated the $j@ty of the immunolabelling. CNTF and
its receptor subunits were observed both in theptgsm and the nucleus of the ARC cells.
The nuclear localization represented respective®g 5711, 65%+ 16, 72%+ 12 and 52% 7
of the total CNTF-, CNTFR-, LIFR-, and gp130-immunostaining (Fig. 4B). Trecomitant
detection of CNTF and its receptor subunits cordganthe proximity of CNTF and LIFR (Fig.
4C), CNTF and gp130 (Fig. 4D), CNTERand LIFR (Fig. 4E), and CNTFRand gp130 (Fig.
4F) in the cell nucleus. The cytoplasmic compartimemtained also CNTF and its receptor
subunits. This staining was patrticularly intenserhg the rough endoplasmic reticulum.
Moreover, single or double staining of CNTF andréseptor subunits was also evidenced in
nuclear pores (not shown). Finally, it is to ndtattan extracellular staining was observed for
CNTF, CNTFRx and gp130. This soluble fraction was estimated78b6, 12% and 5% for
CNTF, CNTFRx and gp130, respectively (Fig. 4B).

We next performed a Western blot analysis fromtioaated hypothalamic samples.
These biochemical data corroborated the commoreautbcation of CNTF and its receptor
subunits in ARC cells. These experiments showedxadndistribution of CNTF, CNTF&
and gp130 between the cytoplasmic (lane C, Fig. &4J the nuclear (lane N, Fig. 5A)
compartments, and revealed that LIFR and gpl30 waks@ present at the cell membrane
(lane M, Fig. 5A). The fact that CNTERwas not detected in the membrane fraction, albeit
functional after an intraperitoneal injection of TN (34, 57), may be due to its labile
glycosyl-phosphatidylinositol anchorage to the cekmbrane (14). Moreover, JAK-2 and
Akt were detected both in cytoplasmic and nucleactions (Fig. 5A). The purity of the
different fractions was verified by detecting diffat cytoplasmic or nuclear proteins, such as
B-tubulin and GFAP (cytoplasmic) and NeuN (nuclebdtpreover, the examination of cresyl
violet stained fractions under a light microscopafemed the purity and the integrity of the
isolated nuclei. The possibility for CNTF recepsmbunits to interact in the cell nucleus was
assessed by co-immunoprecipitations from hypothialamclear fractions. As shown in Fig.
5B, gpl30 was found to co-immunoprecipitate withT&Ra and LIFR, and CNTFR co-
immunoprecipitated with LIFR and gpl130. The immummpitation with irrelevant
antibodies raised against Lammer protein kinase Brmtein-tyrosine phosphatase 1B
confirmed that the immunoprecipitated complexesevegrecific (not shown).

CNTF stimulates POMC transcription in isolated hgpamic nuclei

Because nuclear CNTF was found in ARC POMC neumasassessed its capability to
modulate POMC transcription in isolated nuclei frogpothalamus. A 45-min incubation with
CNTF (1 nM) significantly increased the level ofsaant POMC-RNA (p<0.05; n=5; Fig. 6).
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By contrast, CNTF did not alter the transcriptidnN®*Y gene, and leptin treatment had no
significant effect on the transcription level ofr@enes of interest (Fig. 5).

CNTF stimulates signaling pathways in isolated hlgpmmic nuclei

We have next investigated the effects of nuclddfE on the activation of signaling
pathways after the incubation of hypothalamic narclextracts from 10 different rats with
CNTF. Western blot analysis using anti-pJAK-2 ant-pAkt antibodies showed that a 10-
min incubation with CNTF (1 nM) increased their ppborylation levels (Fig. 7A). The band
intensity analysis of the blots (after normalizatienh total JAK-2 or total Akt) evidenced a
significant increase of the JAK-2 (p<0.0005) andt Ak<0.005) phosphorylation levels
compared to control conditions (Fig. 7B). It isrtote that phosphorylation of these proteins
was not affected by leptin (10 nM) and was prewentethe absence of ATP. Moreover,
CNTF did not induce the phosphorylation of ERK 4Ri4 nuclear extracts but it induced that
of STAT3 in 2 animals out of 10 (data not shown)e YWerformed the same experiment on
nuclear fractions extracted from a neuronal cek I{SH-SY5Y), which expressed POMC.
These cells served as a negative control sincé&keugp130, CNTFR and LIFR were mainly
found in the cytoplasm. The incubation of SH-SY5XIear extracts with CNTF (1 nM) was
not associated with increased phosphorylation &-2and Akt (not shown).

Discussion

Anorexigenic properties of CNTF have conferred tos tcytokine a promising
therapeutic potential in the treatment of obeddgsides, several studies have tended to show
that endogenous CNTF can represent also a new atodulf energy homeostasis. Indeed, a
null mutation in CNTF gene has been associated avigignificant increase in body mass in
humans (25, 42), and variants in CNTF or CN@Fgene in humans have been associated with
lower age at onset of eating disorders (22). Fumibee, hypothalamic neurons controlling
food intake represent a significant source of CNAdt varies in inverse ratio with body weight
in rats fed a hypercaloric diet, suggesting a gtote action of the cytokine, in a fraction of
individuals, against diet-induced weight gain (5However, how hypothalamic CNTF
contributes to the control of energy balance i ah open question since it lacks a signal
peptide and thus may not be released by the clsstocytose pathways (49). In the current
study, we show for the first time that CNTF canrégedirect intracrine action by activating its
receptor in the cell nucleus of ARC cells. Thisdedo the stimulation of POMC expression
and may account for the anorexigenic effect ofaytekine.

A variety of hormones (i.e. leptin and insulin) agdwth factors (i.e. leukemia
inhibitory factor and brain-derived neurotrophictta) have been shown to operate in an
intracrine mode, and most of them have been repddetranslocate and bind to the cell
nucleus (47). However, although CNTF has been pusly described in the nuclear
compartment of neurons and glial cells throughtet brain (3-5, 27, 35), the evidence of
CNTF in the nucleus of ARC neurons was unexpeckad result was not only validated by
the diversity of the approaches used in our stushgm@nohisto-/cyto-chemistry, 3D
reconstructions, and Western blot from fractionatelis) but also by the implementation of
several control experiments (omission of the primantibody, competition with blocking
peptide, and use of CNTF knock-out mice). Moreowee, have tested several antibodies
obtained from different species and raised agalifigrent domains of the protein, and this
comparative study confirmed CNTF to be presentamdy in the cytoplasm but also in the
nucleus of ARC cells. The mechanisms underlyingntiheear translocation of CNTF have not
been elucidated yet. CNTF gene can be co-transtuilith that encoding ZFP 91 (Zinc Finger
Protein 91), a nuclear proliferative and anti-aptipt factor (Entrez Gene: ZFP91-CNTF
transcription unit) (56), but no nuclear targetisggnal (NTS) was found for CNTF.
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Nevertheless, alternative NTS-independent pathweays for nuclear transport (reviewed by
(59). In vitro studies have indicated that CNTF could reach thelens by a facilitated
transport mechanism in oocytes and astrocytes.(#b)eover, the fact that we evidenced
both CNTF and LIFR passing through the nuclear lepeeby the same pore could suggest a
receptor-mediated translocation, as previously detnated for IL-1, another signal peptide
lacking cytokine (13).

Our data indicate that CNTF receptor subunits aesgnt not only at the membrane
and in the cytoplasm but in the nucleus of ARCscal well. This observation is in accordance
with several studies showing that intracrine factman usually act both at the membrane and in
the nucleus (47). Furthermore, CNTF receptor subuniay associate in the cell nucleus as
demonstrated using transmission electron micros@py by co-immunoprecipitation from
nuclear extracts. To our knowledge, among the @iffe CNTF receptor subunits, LIFR is the
only one that has been previously described inmeedleus, notably in neurons (17, 20).

Among the different cell types constituting the ARBOMC expressing neurons
appeared as a privileged place for nuclear CNT&ctovate its receptor complex. Indeed, all
the partners are present in the nucleus of theseng and the stimulation of nuclear extract
with  CNTF induced a specific increase in POMC geexpression. The important
transcriptional activity of the activated CNTF rpttr complex is illustrated by the high
degree of colocalization between these proteins ldRd, a positive regulator of active
transcription in euchromatin (33). By comparisof®,YNnascent RNA levels were not affected
by CNTF. In the hypothalamus, POMC neurons playuaial role in the regulation of energy
homeostasis by controlling food intake, energy exitere, and glucose metabolism (45).
They integrate nervous and circulating signalsetpond to the energy body requirements, and
in turn release the anorexigenicMSH (alpha-melanocyte stimulating hormone) towards
second-order neurons located in different hypothalaregions, such as the paraventricular
nucleus and the lateral hypothalamic area. FurtaesnPOMC neurons have been shown to
mediate the anorexigenic effect of exogenous CNhBeed, CNTF injection induces an
increase in POMC expression (1), and the ablatigp®30 in POMC neurons prevents CNTF
from activating STAT3 phosphorylation in these g and from inhibiting food intake (32).
Thus, here we demonstrate that endogenous CNTH d¢aké part to the control of energy
homeostasis by regulating POMC gene expresdmthe activation of its receptor subunits in
the cell nucleus of these neurons.

The signaling cascades involved in such a regulateed to be elucidated. According
to our results, we can assume that an Akt-depenukgthivay mediates the effect of nuclear
CNTF on POMC transcription. Indeed, we observed PA&Nd Akt in the nucleus of ARC
cells, and the stimulation of nuclear extracts V@INTF induced the phosphorylation of both
proteins. This hypothesis is reinforced by the thet Akt can be activated directly in the cell
nucleus in different cellular models (60). Morequ@©OMC gene transcription is known to be
regulated by signaling pathways including JAK-2 &id (7, 31). The role of STAT3 cannot
be totally excluded since CNTF induced its phosplation in 2 animals out of 10. By contrast
leptin was unable to induce Akt and JAK-2 phosplatign in isolated nuclei, indicating a
specific effect of CNTF. Moreover, the presenceGNTFRa and/or LIFR in the nucleus
seems to be necessary to activate these signalatgways since in the SH-SY5Y
neuroblastoma cell line, which exhibits none ofsthsubunits in the nucleus, CNTF failed to
activate the JAK-2/Akt signaling pathways in iselhuclei.

The impact of our data may not be restricted tocthraprehension of the central control
of energy homeostasis but extended to therapepiications. Indeed, the use of a cell
penetrating modified CNTF (48, 58), which crosdes ¢ell membrane and translocates to the
nucleus, can retain all or part of CNTF activitiwghout inducing the side effects usually
caused by the cytokine (i.e. fever, cough, asth€mR).
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In conclusion, our results indicate that endogenGMIF could activate its receptor
complex in the nucleus of ARC cells, including POMEurons. This mechanism, which is
not shared by leptin, may contribute to the regotabf POMC gene expression, and thus to
the control of energy homeostasis. The involvenoéisuch a process in the protective action
of endogenous CNTF against diet-induced weight g#serves further investigation.
Nevertheless, these data could influence futurg discovery efforts for the development of
new therapeutic targets against obesity.
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Figure captions

(A) Figure 1. CNTF is present in POMC neurons of the rat arcuatenucleus. POMC
and CNTF (A-H) were detected by multiple immunoflescence followed by a confocal laser
scanning. Sections were counterstained with DAPLJ) ( Detection of CNTF-
immunofluorescence in wild type (WT) and CNTF knamk mice (CNTF). 0.4 um-thick
focal planes (A-D). 1.2-um-thick stacks of high m#digation scan (x63) (E-H).
Epifluorescence observation (I-J). Scale bars gi30(A-D); 10 um (E-H); 50 pm (I-J).

Figure 2. CNTF receptor subunits are present in POMC neuronsof the rat arcuate
nucleus. POMC and CNTFR (A-C), LIFR (D-F) or gp130 (G-I) were detected multiple
immunofluorescence followed by a confocal lasensggy. Sections were counterstained with
DAPI. 0.4 pm-thick focal planes. Scale bar = 15 pm.

Figure 3. CNTF and its receptor subunits are locaied in the cytoplasm and the nucleus

of arcuate cells.

(A-F) The distribution pattern of CNTF-, CNTER LIFR-, gp130-, JAK-2- and Akt-
immunoflurescences was reconstructed in 3D withRtleeD software in EtH-2 counterstained
arcuate cells. The plasmic membrane (grey) anceaueinvelope (red) were delineated and the
punctiform staining of the different proteins ofarest was represented as green spots. Raw 5-
pm-thick stacks (which represent the sum of 25 hRthick focal planes) are shown in an
insert at the bottom of each reconstruction im&gpale bars =5 um.

(G) The relative density of green spots was quigattiin the cytoplasm and the nucleus on 9
distinct cells from 3 different rats. The data epresented as mean percentages of staining +
SEM.

Figure 4. CNTF and its receptor subunits are co-laized in the nucleus of rat arcuate
cells: transmission electron microscopy analysis.

(A) Deposits of 6-nm or 10-nm immunogold partickesre performed to evaluate particle size
segregation. Particle diameters are platteal frequency distribution.

(B) The relative density of gold particles in thgaplasm, the nucleus and the extracellular
space was quantified and represented as percesftatgening.

(C) CNTF- and CNTFR-immunoreactivities were detected in the nucleuth wi0-nm gold
particles (arrowheads) while LIFR- and gpl30-immatamings were visualized with 6-nm
particles (arrows). Scale bar = 80 nm.

Figure 5. CNTF and its receptor subunits interact m the nucleus of hypothalamic
extracts.

(A) Fresh hypothalami were homogenized individuallfhen membrane (lane M),
cytoplasmic (lane C) and nuclear (lane N) fractiargse isolated. Their respective content in
CNTF, CNTFRy, LIFR, gp130, JAK-2 and Akt was analyzed by Weastgliot. The purity of
the fractions was controlled by detecting cytoplasi-tubulin and GFAP) and nuclear
(NeuN) proteins.

(B) Nuclear extracts from rat hypothalamus were imoprecipitated (IP) with anti-CNTFR
anti-LIFR or anti-gp130. The precipitates were timramunoblotted with anti-gp130, CNTER
or LIFR. Arrowheads indicate the level of the immblotted receptors. The other bands may
correspond to immunoglobulins. MW, molecular weigtarker.

Figure 6. CNTF specifically stimulates POMC transciption in hypothalamic isolated
nuclei.
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Isolated nuclei were obtained from five individdegsh rat hypothalami and subjected to a
Run on reaction in the presence or not of CNTFNQ ar leptin (10 nM) for 45 min at 22°C.
Nascent RNA were reverse transcribed and qRT-PGRdban nuclear run-on technique was
performed. Displayed values are means + SEM. *p0§ @ompared to control condition with
a paired Student’s t-test. n = 5 rats.

Figure 7. CNTF stimulates Akt signaling in hypothadmic isolated nuclei.

Isolated nuclei were obtained from individual frestt hypothalami and incubated in the
presence or not of ATP (5 uM), CNTF (1 nM) and ileglO0 nM) for 10 min at 37°C. They

were then subjected to a SDS-PAGE and Western hédysis.

(A) Nitrocellulose membranes were blotted with at-aJAK-2 or an anti-pAkt before being

stripped and blotted a second time with an anéiH@ot) JAK2 or an anti-total (tot) Akt.

(B) Quantification of the blots. The data are preed as the percentage of control condition

SEM. *p < 0.05 and **p < 0.01 compared to controhdition with paired Student’s t-test.

n=10 rats.
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Résultats-Etude 2

Principaux résultats

Le but de cette seconde étude était de vérifier gegentiels mécanismes d’action

intracellulaires du CNTF.
Nos données ont montré que :

- le CNTF et ses sous-unités réceptrices étaigmirags aussi bien dans le cytoplasme que
dans le noyau des neurones POMC du noyau arqualt,deuggérant une translocaiton cyto-

nucléaire des protéines
- les sous-unités réceptrices du CNTF pouvaiegtagfir dans le noyau

- la stimulation de fractions nucléaires avec uolet®n de CNTF induisait I'activation des

protéines JAK-2 et Akt, ainsi que la transcriptcthngene codant POMC
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Etude 1

1. Caractéristigues du régime HF

2. Impact du de régime maternel HF sur la descendae

Mots clefs: protection - phénotype gaspilleur - organisatighales

Etude 2

Mots clefs: noyau arqué - compartiment nucléaire — JAK&kt - POMC
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Discussion

Le maintien de 'homéostasie énergétique est soardesnombreuses régulations, notamment
au niveau central, ou la leptine est considéréememn facteur crucial. Certaines situations

pathologiques telles que I'obésité échappent ceperadces mécanismes de controle.

Etude 1

Le premier objectif de ce travail de these a é&tudlier 'impact du régime maternel HF, sur

la prédisposition de la descendance a développéedité associée a une altération des
facteurs hypothalamiques impliqués dans la régaitate la balance énergétique. En effet, si
les facteurs responsables de l'installation ded&iteé sont variés, I'environnement périnatal

est maintenant reconnu comme une période critiques da genese de la maladie (Eckel,
2005; McMillen and Robinson, 2005; Plagemann, 20d6kers et al., 2007) Le concept de

programmation métabolique fait aussi I'hnypothése talimentation maternelle créerait une

empreinte épigénétique chez le feetus et le nouméaumodifiant ainsi durablement son

métabolisme (Harding et al., 2001; Junien et 8052.

Nos données montrent que le régime maternel HFotegerait » la descendance contre le
développement de I'obésité induite par un régimgdment palatable. Cette protection serait
par ailleurs plus importante chez la descendanoeelfe que chez la descendance male,
laquelle présenterait quant a elle des dépensegétiggies accrues, signes d'un « phénotype
gaspilleur », ainsi que des modifications cytoasdioniques dans le noyau arqué.

1. Caractéristigues du régime High-Fat (HF)

L’étude des paramétres morphologigues des animans dotre modéle de programmation
métabolique a révélé que les rates nourries avesgieme HF présentaient un |éger surpoids
corporel, bien que significatif, avant la concepti®oit aprés 6 semaines de régime HF).
Cette différence s’atténuait au cours de la gestatomme précédemment observé chez Guo
et Jen (1995). De plus, elles adaptaient strictement prise alimentaire a I'apport
énergétique des animaux contrdles. Plusieurs étdddsa littérature avaient fait la méme
observation, suggérant que les éventuelles motidita observées chez la descendance
résultent de la qualité nutritive du régime matephgtot que des apports énergétigpes se
(Del Prado et al., 1997; Guo and Jen, 1995; LanBlgns, 1996; Taylor et al., 2003).

A la naissance, les descendants des rates HF faiEsgrun poids corporel significativement

plus faible que celui des contréles. Ce retard mdéssance était partiellement compensé a
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'age adulte. Si ces données confirment les résultdtenus lors d’'une précédente étude
(Ferezou-Viala et al., 2007a), elles sont en désdcavec celles de Guo & Jen démontrant
que le régime maternel HF était associé & un paidsélevé chez la descendance dés 18°20
jour postnatal(Guo and Jen, 1995). Cette difféerqrmat s’expliquer par la divergence des
protocoles expérimentaux, puisque les travaux de &uen s’appuient sur un modele de
portées réduites (n=6) tandis que les portées tte mwdéele avaient été normalisées (n=10),
limitant la possibilité d’'un « rattrapage de craisse précoce »cétch-up. Par ailleurs, dans
notre étude, les rates nourries avec le régime ldBeptaient une perte de poids drastique
pendant la seconde moitié de la lactation sugggradiablement une altéreration des apports
alimentaires fournis & la descendance. Le lait matevéhicule non seulement les nutriments
nécessaires a la croissance, mais aussi des facteeurotrophiques essentiels au
développement et a la maturation des noyaux hyfaothiques régulant 'homéostasie
énergétique de la descendance (Bautista et al8; 2B6uret et al.,, 2004; McMillen and
Robinson, 2005; Miralles et al., 2006). La périquestnatale apparait donc comme une
période critique dans notre modele de programmatiétabolique, a laquelle nous porterons

plus d’attention dans la suite de ce chapitre.

2. Impact du régime maternel HF sur la descendance

Un régime alimentaire de haute palatabilité (régitha été utilisé pour tester la susceptibilité
de la descendance de rates nourries avec un rddima développer une obésité a I'age
adulte. Le régime P est est riche en saccharasansttue une alternative au régime cafeteria
décrit dans la littérature (Holemans et al., 2004induit une obésité massive lorsqu’il est
administré a des rates Wistar [(Couvreur et all 120Expérience n°1].

Nous avons observé que le régime P induisait uree mle poids significative chez les
animaux nés de meres contrbles, et non chez leenmnts de meéres HF. Ce résultat
suggere que le régime maternel HF est susceptibteatéger la descendance contre la prise
de poids induite par un régime P. Cette hypothasst aléja été formulée lors d'une
précédente étude menée au laboratoire dans ladimi@ct du régime maternel HF sur la
prédisposition a développer I'obésité en préseribe dégime HF cette fois, administré
depuis le sevrage, avait été apprécié (Ferezow\dtalal., 2007a). Nos données suggerent
donc que le régime maternel HF protégerait la detamece contre la prise de poids induite
par un régime hyperlipidique (Férézou-Viala et 2007) comme hyperglucidique (Couvreur

et al., 2011), que celui-ci soit administré désdgrage ou a I'dge adulte. La composition du
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régime maternel HF, exclusivement constitué deldipid’origine végétale (huile de palme
majoritairement et huile de colza) est pauvre evlestérol contrairement aux régimes HF
classiquement décrits. A notre connaissance, detiaée n’a pas encore été rapportée par la
littérature.

Par ailleurs, les femelles nées de meres HF praisahtun gain de poids significativement
moins important que celui des males, suggéranistemce d’'un dimorphisme sexuel dans la
protection induite par le régime maternel HF. Rluss études rendent compte de I'existence
de différences sexe-dépendantes dans la réguldtiopoids corporel et des parametres
métaboliques et endocriniens (Hanson and Gluckr2@@5; Zambrano et al., 2006). Ces
différences physiologiques pourraient toucher abgsi les neurones que les astrocytes du

noyau arqué (Mong and McCarthy, 2002).

Dans la suite de ce chapitre, nous discuteronsyéskbement des résultats obtenus chez la

descendance male. A 'age de 3 mois.

Le « phénotype gaspilleur »

Les mesures de prise alimentaire réalisées cheddssendants adultes de méres HF ont
montré que les males présentaient des apports éigres significativement supérieurs a
ceux de leurs contrdles bien que présentant undreli@ croissance toujours significatif de
I'ordre de 17% par rapport a ces derniers et saggeatonc l'acquisition d’'un « phénotype
gaspilleur ». Renforcant ce concept, les rat iss@smeres HF et soumis au régime P
présentaient une augmentation des niveaux d'expres&patique de AdipoR2 par rapport
aux autres groupes. Majoritairement exprimé dan®is AdipoR2 stimule I3 oxydation
des acides gras et la diminution de la triglycérigi(Kadowaki and Yamauchi, 2005), ce qui
est en accord avec nos données puisque ces anpnéentaient un poids corporel et une
triglycéridémie plus faibles. L’hypothése du « phigpe gaspilleur », image en miroir du
« phénotype économe » décrit par Barker, n’a pasrenété évoquée chez 'homme ; en
revanche certaines études menées chez le rongmartent son existence (Ferezou-Viala et
al.,, 2007a; Gallou-Kabani et al.,, 2007). Nous neaivoems donc exclure que ce type
d’adaptation soit également envisageable chez [&iom

L’analyse des niveaux d’expression genique des neang de 'homéostasie énergétique dans
I'hypothalamus chez ces animaux a révélé que lémeedP n’'altérait pas I'expression
hypothalamique de UCP2 chez la descendance HF. dienle r6le d’'UCP2 soit encore
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controversé, de récentes études lui attribuendleninhibiteur dans I'activation glucose- ou
leptine-dépendante des neurones POMC. On peut sigpgoser que des niveaux élevés
d’'UCP2 limitent les capacités d’activations des roees POMC en fonction du statut
energétique (Mountjoy, 2010). Ainsi, le régime miaét HF pourrait permettre de conserver

la sensibilité des neurones POMC chez la descerdamonise a un régime P.

Organisations cellulaires

Des études préliminaires menées au laboratoirenomtré que le régime maternel HF était
susceptible de modifier I'organisation cytoarchibexque de la descendance. Parmi les
différents parametres étudiés, les modificationsaloles concernaient I'organisation des
astrocytes, cellules gliales capables de contalger capillaires cérébrauwxia leurs

prolongements (Kacem et al., 1998; Somjen, 1988).

A T'échelle cellulaire, nous avons observé que dgime maternel HF était lié a une
organisation précoce et durable des prolongemestocgtaires autour des vaisseaux
sanguins dans le noyau arqué de la descendancesugégtrant une sensibilité particuliére de
ces cellules aux modifications de I'environnemerdatemel. De nombreuses études ont
montré que les astrocytes étaient des cellulesnignees capables de moduler la fagon dont
I'information est générée et disséminée dans leeeer (Haydon and Carmignoto, 2006).

Dans I'hypothalamus, ces cellules influencent é&s$mission synaptique et la neurosécrétion
(Garcia-Segura and McCarthy, 2004; Hatton, 1997ed@jet al., 2006; Oliet, 2002;
Theodosis, 2002). A c6té des contacts qu’ils formemtour des synapses, les astrocytes
enveloppent également les capillaires sanguineseaiitérioles du systeme nerveux (Haydon
and Carmignoto, 2006; Nedergaard et al., 2003}eb@ue et la distribution de ces contacts
suggere l'existence d’'unités gliovasculaires qui rpmant participer activement au
fonctionnement cérébral (Nedergaard et al., 2083)lialoguant via la libération de signaux
endothéliaux et gliaux (Haydon and Carmignoto, 2G86en participant a la formation de la
BHE (Ballabh et al., 2004).

Nous nous sommes intéressés a la période d'adgoisidu phénotype astrocytaire
précédemment décrit. Chez le rongeur, le développemt la maturation des astrocytes du
noyau arqué se font principalement pendant la géripostnatale (Suarez et al., 1987).

D’autre part, une étude de I'expression de la GElaRs le noyau arqué de rat pendant la
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période postnatale a montré que les niveaux gémiguprotéiques de la GFAP augmentaient
a partir du 13me jour postnatal (P14) (Couvreur et al., en prépamat Nous avons donc
utilisé un second protocole d’administration duimégmaternel, donné aux rates uniquement
pendant la lactation selon le protocole dit « ceur ce jour peu d’équipes s’intéressent a la
programmation métabolique au cours de la périodgnptale uniquement. La stratégie que
nous avons utilisée est une alternative au progodel« croisement des portées » notamment
décrit dans les travaux de Khan et de ses colltamsa(Khan et al., 2005).

Nos données ont montré que le régime maternel HEn&&tn® aux rates pendant la période
postnatale uniquement (protocole dit « court »)uigdit chez la descendance au sevrage
comme a I'age adulte, des organisations des prelorgts astrocytaires similaires a celles
observées lorque le régime était donné pendanpédesdes gestationnelles et postnatales
(protocole dit « long »). L’'organisation de la ceuwwure astrocytaire provoquée par le régime
maternel HF serait donc induite pendant la laatatitn effet, la méme étude reproduite chez
le rat DIO dont I'environnement nutritionnel avéié perturbé a I'dge adulte, n'a pas affecté
I'organisation périvasculaire, bien qu’une certaplasticité astrocytaire ait été maintenue [;
[(Vacher et al., 2008) ; données du laboratoireds @onnées suggerent donc que la période
postnatale représenterait une fenétre critique peurdéveloppement des projections
astrocytaires périvasculaires.

Les immunomarquages lectine et laminine, marqueesscellules endothéliales et de la lame
basale respectivement, ont révélé qu’il n’y avais gle modification de la vascularisation
chez les animaux issus de mere HF, suggérant guesdeganisations cellulaires mises en
évidence étaient dues aux seules modificationse@agtires. Par ailleurs, nous avons montré
que le régime maternel HF n’avait pas d’incidengela densité des cellules astrocytaires,
mises en évidence par un immunomarquage [{liddiquant que seule la morphologie des
cellules serait modifiée. Des données de la lifiéeamontrent en effet que I'activation des
astrocytes dans des situations pathologiques warieééschémie, maladies
neurodégénératives...) pouvait induire une variationime de la densité cellulaire (Kalman
et al., 2004) et proposent donc que les réactistro@ytaires observées dans une structure
cérébrale seraient liees a des modifications dmdgohologie des astrocytes de la région
considérée (Eddleston and Mucke, 1993).

L’activité neuronale du noyau arqué dépend, comuaiie part ailleurs dans I'encéphale, des

multiples messagers hormonaux et métaboliques amtau{glucose, acides gras libres, acides
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aminés, insuline, leptine,...). L’accessibilité ds caolécules au noyau arqué représente donc
un point névralgique dans la régulation du métabmdi énergétique par cette structure.

Les modifications morphologiques observées nousaomtnés a étudier les conséquences
potentielles sur I'acces des signaux au noyau aiueffet, des changements d’activation ou
de morphologie des astrocytes seraient susceptidbl@goir des conséquences sur la
sensibilité de I'hypothalamus aux signaux péripinées (Garcia-Caceres et al., 2011). Plus
spécifiguement, I'une des hypohéses avancées pqligeer les mécanismes qui sous-
tendent linstallation de la leptino-résistanceasp sur un défaut de passage de la leptine a
travers la BHE (Banks et al., 1999; Burguera et24lQ0; Hileman et al., 2002; Kastin and
Pan, 2000; Pan et al., 2008b). Si le role des @agt¥r® dans ce processus n'a pas encore été
déterminé, l'expression accrue du récepteur de dptine dans les astrocytes de
I'hypothalamus chez des souris obéeses laisse seppog ces cellules pourraient participer
au transport de 'hormone du sang vers le cerveaauwsein du parenchyme nerveux lui-
méme (Hsuchou et al., 2009a). Les réorganisatietislaires observées dans notre modéle
pouvant suggérer des modifications de structura ®HE, nous avons étudié l'intégrité de
cette derniére au moyen d’'un colorant, le bleudanypnjecté par voie transcardiaque aux
animaux (Eizayaga et al., 2006; Reynolds and Mor1688).

Les données obtenues ont montré que le régime mehtel- induisait une augmentation
significative de la diffusion du bleu trypan damesnoyau arqué. En se fixant aux protéines
plasmatiques telles que I'albumine, le bleu tryp&nmet de mesurer le taux d’endocytose
adsorptive des molécules (Stopa et al., 2006). Gaataésultat suggére un passage du sang
vers le parenchyme nerveux facilité chez les animaéx de mere HF. A ce jour, le
mécanisme de transport de la leptine a traversHB B'a pas encore été clairement défini.
L’'une des hypothéses propose une internalisatiofihdemone avec son récepteur ObRa
(Bouret, 2008) , un mécanisme similaire ayant jeauas été décrit pour 'insuline (Abbott et
al., 2006). L'ensemble de nos résultats indique Beégime maternel HF induit une
organisation astrocytaire pérvivasculaire facilitbendocytose de molécules dont la nature

reste a identifier et les mécanismes a approfondir.

Le régime maternel HF étant susceptible d’'induire medifications astrocytaires, qu’en est-
il des autres parameétres gliaux ? Les vaisseauwusenge constituent en effet qu’'une voie
d’entrée vers le noyau arqué, [8"3ventricule en constitue une deuxiéme. Le noyauérq

comporte des cellules gliales caractéristiques morita 3™ ventricule, appelées tanycytes,
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qui présentent des propriétés en partie communesastiocytes et a la glie radiaire mais
aussi une morphologie cellulaire unique. Les comlulaires des tanycytes sont situés le long
du 3™ ventricule dont ils constituent la bordure, tangii® leurs prolongements s’enfoncent
dans le parenchyme nerveux. Chaque cellule émgtralongement unique, a la différence
des astrocytes (Rodriguez et al., 2005). Les taegcgonstituent une population hétérogene
dont quatre types cellulaires ont été identifiéssdéhypothalamus de ratxl, situés dans les
noyaux dorso-et ventromédiansi2, situés dans le noyau arqul, qui constituent une
barriere entre le noyau arqué et I'éminence meédiagie2, appartenant a I'éminence
médiane.

Nous avons mis en évidence les tanycytes du noy@gwégpar 'immunomarquage de la
vimentine, protéine des filaments intermédiairescgitosquelettgLeonhardt et al., 1987).
Nos résultats ont montré que le régime maternehitfimentait la couverture tanycytaire dans
le noyau arqué de la descendance. Etant donnétalisation, les tanycytes mis en évidence
seraient probablement de typ@. Ces cellules présentent la particularité de ewes des
propriétés neurogéniques (Xu et al., 2005). Enteliés tanycytes hypothalamiques sont les
seules cellules ayant pour origine la glie radiamaservées a I'age adulte. Des études de la
neurogenése apres destruction des neurones du aoyaé entre P15 et P30 ont montré la
formation de cellules de phénotype neuronal etegtaire dans la couche cellulaire des
tanycytesn2 (Rodriguez et al., 2005). Cette population tatgicg serait aussi impliquée dans
la détection du glucose présent dans le LCR (Gatcid, 2001). Les tanycyte commeB3l
expriment en effet le transporteur de glucose Glut:immunomarquage de cette protéine
dans le noyau arqué a montré que la surface Ghasitive était significativement accrue
chez les rats issus de mére HF, donnée en accod lawmmentation de la surface
vimentine-positive. Glut-1, exprimé non seulememtniveau des tanycytes mais aussi dans
les capillaires cérébraux s’avere étre un marquieuta BHE (Norsted et al., 2008). Nos
données pourraient donc suggérer une réorganisatsntanycytes afin de faciliter le
transport du glucose du LCR vers le parenchymeensrvLa signification physiologique de
ces modifications reste a définir, néanmoins, legse étant le principal substrat énergétique
de I'encéphale, un transport accru pourrait reflétge activité nerveuse elle aussi accrue
(Magistretti, 2006). Dans I'état de nos connaissaricne nous est cependant pas possible de
répondre a cette question.
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Les mécanismes sous-tendant la programmation méabaie sont pas identifiés a ce jour,
néanmoins, la leptine pourrait étre 'un des actele ce processus. En effet, pendant la
gestation, 'hormone est capable de traverserraga foeto-placentaire (Smith and Waddell,
2003) et est aussi véhiculée par le lait matereeldpnt la lactation (Bautista et al., 2008).
Ainsi, des modifications de la leptinémie matemefieraient susceptibles d’avoir des
retombées sur le développement de la descendaaaeproduction du phénotype économe
chez I'animal (Stocker et al., 2005; Vickers et &000) a permis de démontrer que ce
phénotype serait di a un défaut développemental lid manque de leptine lors de périodes
cruciales de la formation des réseaux neuronauXiqo@s dans le contr6le de la prise
alimentaire (Bouret et al.,, 2004; Simerly, 2005). lAnverse, un environnement
hyperleptinémique en période périnatale (diabestatjennel, suralimentation des nouveau-
nés) prédisposerait aussi a développer par la snisgyndrome métabolique : ce modéle a été
validé chez le rat rendu susceptible de développerobésité a I'age adulte s'il est traité par
la leptine en période néonatale (Toste et al., R006

L’utilisation du modele « Zucker » possédant unepdeur de la leptine non fonctionnel
présentant une réorganisation astrocytaire péiNaise similaire a celle induite par le régime
maternel HF, suggere l'implication de la signaimatleptine dans ce mode de plasticité
hypothalamique. Des études récentes ont démontrdagueorphologie astrocytaire dans
I'hypothalamus pouvait étre modifiee par la leptifGarcia-Caceres et al.,, 2011),
I'implication de I’hormone dans notre modéle d’étusiamble donc étre d’un intérét majeur

pour le futur.

La programmation métabolique de l'altération de it@mstasie énergétique représente donc
une situation physiopathologique parmi d’autresidiglr les facteurs impliqués dans la genése
de cette pathologie ainsi que les potentiels agimisapeutiques constitue donc un enjeu

majeur. D’abord étudié pour ses propriétés neurbtoqyes dans le ganglion sympathique, le

réle du CNTF dans le contréle de 'homéostasie gétarue s’est depuis dessiné.
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Etude 2

CNTEF et contrble hypothalamique de 'lhoméostaser@gtigue

Dans ce second travail, nous avons étudié les nstoas d’action du CNTF dans le maintien
de I'homéostasie énergétique. La littérature sasichée depuis une dizaine d’années a
décrire I'effet de cette cytokine sur la prise aitaire et le poids corporel (Ambati et al.,
2007; Gloaguen et al., 1997; Lambert et al., 20 et al., 1998). Il est désormais connu que
le CNTF exogéne exerce une action anorexigéne, ne@ntas de résistance a la leptine dont
il partage de nombreuses voies de signalisatiompli® des études récentes suggerent que le
CNTF endogene pourrait étre impliqué dans le cémtté la balance énergétique (Heidema et
al., 2010; O'Dell et al., 2002; Vacher et al., 2008

Toutefois, les mécanismes d’action du CNTF restagéene jour mal compris. En effet, le
CNTF présente la particularité d’étre dénué de igepsignal et ne peut donc étre sécrété
selon les voies classiques d’exocytose. Parmi &reintes hypothéses formulées (libération
dans le mileu extracellulaire apres lyse de lautallsécrétion du CNTF lié aux formes
solubles de ses sous-unités réceptrices), I'unet@eclle suggérait un role intracellulaire
pour cette cytokine (Monville et al., 2002), leqaekté validén vitro. Dans cette seconde
étude, nous avons donc souhaité vérifier cette thgsein vivo.

Nos résultats ont montré que le CNTF était capabieteragir avec ses sous-unités
réceptrices dans le noyau des cellules du noyauweadjy activer certaines des voies de

signalisations qui lui sont associées et d’actiexpression de POMC.

Une précédente étude menée au laboratoire s’dtaithae a caractériser la distribution
cellulaire du CNTF dans le noyau arqué et avait tnéoque la cytokine était exprimée par
90% des astrocytes et 75% des neurones de ceitéustr (Vacher et al., 2008). En revanche,
la distribution subcellulaire du CNTF dans les wel du noyau arqué n’était pas encore
connue. Des analyses en microscopies confocalee@ranique a transmission ont montré
gue le CNTF pouvait étre localisé dans le cytopkastie noyau des cellules du noyau arqué.
Ces localisations dans les différents compartimesgbBulaires pourraient suggérer un
mécanisme d’action intracellulaire du CNTF, comraka@ été décrit pour d’autres molécules
telles que le LIF, I'insuline ou la leptine (Re a@dok, 2006). La littérature montre qu’'une
localisation nucléaire du CNTF avait déja été olserdans le bulbe olfactif (Asan et al.,

2003; Langenhan et al., 2005), le cortex cérébhghpocampe, le locus coeruleus, le cervelet
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ou encore la substance noire (Bajetto et al., 2@8@fetto et al., 1999), bien que le rble du
CNTF dans le noyau cellulaire de ces structureig pas été défini.

Nos données ont montré que les sous-unités réoeptdu CNTF étaient localisées a la
membrane plasmique, mais aussi dans les compattinoytosoliques et nucléaires des
cellules du noyau arqué. A ce jour, parmi ces ts0oiss-unité réceptrices, seule la présence du
LIF-R avait été mise en évidence dans le companimecléaire (Gouin et al., 1999), les
distributions subcellulaires de gpl130 et CNBFRayant pas encore été décrites a notre
connaissance. Toutes les données obtenues en copim@sconfocale et électronique a
transmission ont été validées par des reconstrigctiardimentionnelles en microscopie
confocale ainsi que par des détectionsvestern blotdes protéines d’intérét sur des fractions
membranaires, cytoplamsiques et nucléaires.

La distribution du CNTF et de ses sous-unités rgiogs dans le cytoplasme et le noyau des
cellules du noyau arqué suggererait I'existencdraesports entre les deux compartiments
cellulaires. Le mécanisme classique du transpdd-iycléaire nécessite la reconnaissance
d’'un signal de localisation nucléaire de la pra@€incargo » par une importine, protéine
associée au complexe du pore nucléaire, suividapaanslocation de la protéine « cargo »
dans le noyau. Une fois la translocation effectl&eomplexe s’associe a la protéine Ran
dans le nucléosplasme et libére I'importine quiresyclée dans le cytoplasme (Azuma and
Dasso, 2000; Goldfarb et al., 2004; Poon and JaA65). A cb6té de ce mécanisme
conventionnel de translocation cyto-nucléoplasmigque été décrits d'autres types de
transports, dépendant des éléments du cytosquélzttepbell and Hope, 2003; Giannakakou
et al., 2000; Lam et al., 2002; Poon and Jans, )20@6ur des virus ou des protéines
appartenant au cycle cellulaire; ou encore pourpdegines, comme le CNTF, dénuées de
peptide signal. L'un des exemples les plus étudigs cette derniere catégorie est celui de la
B-caténine, qui ne présente pas de peptide sigsakepdans le noyau en se fixant a d’autres
protéines cytoplasmiques (Huber et al., 1996; Kimd Hay, 2001) ou en liant directement les
protéines des pores nucléaires (lzaurralde et1809). A ce jour, les mécanismes de
translocation cyto-nucléoplasmique du CNTF ne g@# connus, bien que quelques études
mentionnent I'existence d’un transport facilitérthesensible dans I'ovocyte de xénope et les
astrocytes (Bajetto et al., 2000; Bajetto et &99). Nos données de microscopie électronique
ayant mis en évidence le passage simultané du @Nd@E I'une de ses sous-unités réceptrice,

le LIF-R, par un méme pore nucléaire, cette obsienvgourrait suggeérer une translocation
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du ligand avec sa ou ses sous-unité(s) réceptridefss le noyau, mécanisme connu pour
I'lL-1, autre protéine dénuée de peptide signalrfiSet al., 1990).

Si le CNTF et ses récepteurs sont présents daosnipartiment nucléaire des cellules du
noyau arqué, sont-ils pour autant capables de esigder pour former un complexe
fonctionnel ? En effet, bien que le CNTF puisseasmnnellement se lier directement a
gpl30 ou LIF-R, la signalisation du CNTF néceskitéormation d’un complexe trimérique
composé de LIF-R, gpl30 et CNT&RDavis et al., 1993a; Davis et al., 1993b; Ip et al
1993a) Notre étude a montré par des expériences de co-impnécipitation que les sous-
unités réceptrices du CNTF interagissaient dans ftastions nucléaires isolées de
I'hypothalamus. D’un point de vue fonctionnel, Eséquences de ces observations ont été
testées en stimulant des fractions nucléaires ditngtamus avec une solution de CNTF ou
de leptine, contrdle négatif de notre étude caagaant les mémes voies de signalisation que
le CNTF mais dont le récepteur n'a pas été mis \@deéce dans le noyau des cellules
hypothalamiques (données du laboratoire). Nos tasubnt montré qu’une stimulation des
fractions nucléaires de [I'hypothalamus avec uneutswml de CNTF induisait une
augmentation des niveaux d’expression géniques dwopeptide anorexigene POMC. Ce
dernier résultat est en accord avec les donnéda litérature qui ont montré que l'action
anorexigéne du CNTF était notamment assurée paaugr@entation d’expression de POMC
(Ambati et al., 2007; Janoschek et al., 2006). &ldeurs, la détection du CNTF et de ses
sous-unités réceptrices dans le compartiment nieeldas neurones POMC du noyau arqué,
confirmerait I'action privilégiée du CNTF dans leyau de ces cellules. Nous nous sommes
donc attachés a caractériser les voies de sighafisgusceptibles d’intervenir dans ce
processus. Nos données ont montré que le CNTF angitnk phosphorylation de JAK-2 et
de Akt dans des fractions nucléaires d’hypothalanues protéines JAK-2 et Akt sont
respectivement associées aux voies de transdudfiBR2/STAT3 et IRS/PI3K/Akt, toutes
deux stimulées par le CNTF (Stahl and Yancopoul®894). Nous avons validé la présence
de JAK-2 et Akt dans le noyau des cellules hypaiimégdues par des approches de
microscopie et de biochimie sur fraction cellulair€es données sont en accord avec celles
de la littérature ayant montré I'existence d’ungvation nucléaire d’Akt (Wang and Brattain,
2006) ; ainsi que d’'une translocation de JAK-2 gtoplasme vers le noyau (Qian et al.,
2011; Zouein et al., 2011). De récentes études deémiontré que la régulation de la
transcritption de POMC dépendait des protéine®asgiten aval de la PI3K dans la voie de

signalisation. Ainsi, la délétion de PDK1 (3-phosjiositidedependent protein kinase 1),
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dans les neurones anorexigéenes induit une dimmud® I'expression hypothalamique de
POMC associée a une hyperphagie chez la sourigdRklet al., 2008; Iskandar et al., 2010)
D’autre part, l'utilisation d’'un modéle cellulaigpii n’exprime pas les sous-unités réceptrices
CNTFRa et LIF-R dans le compartiment nucléaire, nousranfeede montrer que I'activation
des protéines précédemment citées nécessitaietemre du complexe récepteur dans son
intégralité dans le noyau des cellules. L'ensent@leces données suggeérerait donc que le
CNTF pourrait donc interagir avec ses sous-unigeptrices et activer les éléments de
signalisation qui leurs sont associées dans le codmmasmt nucléaire des cellules

hypothalamiques pour induire la transcription dhegéodant POMC.

La compréhension du mécanisme d’action du CNTFrawales avancées significatives ces
dernieres années. Récemment, une étude du lalveratonontré I'existence d’'une synthese
endogene de CNTF dans le noyau arqué de 'hypatheasusceptible de protéger certains
individus contre la prise de poids induite par égime P (Vacher et al., 2008). Si jusqu’a
aujourd’hui les mécanismes d’action du CNTF n’éthipas connusn vivo, notre étude
propose désormais une action intracellulaire & asftokine, capable d’activer ses sous-unités
réceptrices dans le noyau des neurones POMC dwrargmé. Les conséquences d’'un tel
processus physiologiques restent a définir, de méugeson devenir dans des conditions
pathologiques, néanmoins, I'ensemble de nos doraisgraient entrevoir un nouveau mode
d’action pour le CNTF, en proposant que le CNTFogathe participe au controle de
’'homéostasie énergétique en stimulant la syntltkesé®OMC dans noyau des cellules du

noyau arque, protégeant ainsi certains individudreda prise de poids.
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L’homéostasie énergétique est soumise a une rémgulaentrale, dont I'hypothalamus
constitue le chef d’orchestre. Situé de part etittéadu 3™ ventricule et accolé a I'éminence
meédiane, le noyau arqué de I'hypothalamus relaseindormations périphériques vers le
parenchyme nerveux afin de controler la balancegétigue via une boucle de régulation
entre le systéme nerveux central et la périph&'@tération de cette boucle de régulation
prédispose a des de désordres métaboliques dbasité est un exemple. Si les origines de la
maladie sont multiples, il est désormais reconnu dge perturbations de I'environnement
périnatal seraient susceptibles de programmer daethelance a développer la pathologie a

'age adulte.

Ce travail de thése a mis en évidence qu'étonnamnuenrégime maternel HF pouvait
protéger la descendance contre la gain de poidsssiénduit par un régime hypercalorique.
cet effet est plus prononcé chez les femelles, &agg un dimorphisme sexuel dont les
mécanismes restent a caractériser. Nos donnéesanmtté que chez les males, le régime
maternel HF était plutbt associé au développemant ghénotype « gaspilleur » ainsi qu’a
des modifications dans I'expression de génes im@sigdans la dépense énergétique. Le
régime maternel HF modifierai de maniére permanéorganisation des prolongements
astrocytaires dans le noyau arqué de la descendandde. L'utilisation de différents
protocoles nutritionnels nous a permis de déternguoe la lactation constituait une fenétre de
temps critique pour la programmation de ces maatibes chez la descendance. Les
perturbations induites au cours de cette périodeeondes conséquences sur I'organisation
des cellules gliales du noyau arqué notamment queks dans la structure de la BHE. Les
modifications observées ouvrent ainsi de nombrepsespectives. || semble nécessaire de
caractériser I'impact du régime maternel HF surgémisation de la BHE chez la descendance
ainsi que sur le transport des signaux de régulatmna périphérie vers le noyau arqué
(leptine, insuline, glucose...). Par ailleurs, l'awgrtation de la surface Glut-1 positive dans
le noyau arqué des rats issus de mere HF pouvagemargun transport accru du glucose,
reflet potentiel d’une activité neuronale accrdesdrait intéressant d’étudier cette derniére
dans cette structure. Enfin, les modifications aytectoniques étant induites pendant la
période postnatale, I'étude de la composition dudas rates nourries avec un régime HF
pendant cette période pourrait nous permettre wfifiler le ou les facteurs impliqués dans
I'acquisition du phénotype que nous avons obseRarce qu'il est capable de protéger

certains individus contre la prise de poids indg& un régime hypercalorique, le CNTF
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pourrait étre I'un de ses facteurs. Le dosage tte cgtokine dans le lait des rates nourries
avec le régime HF ainsi que son expression chedekcendance font donc partie des
perspectives de cette étude.

Notre second objectif visait a caractériser le mddetion du CNTF. Nous avons montré que
cette cytokine et son récepteur passent dans Eundgs neurones POMC de I'hypothalamus.
Cette translocation induit la phosphorylation det@ines associées aux voies de signalisation
JAK-2/STAT3 ainsi que IRS/PI3K/Akt et la transcigpt du gene codant POMC. Cette
hypothese nécessite désormais d'étre validée dass niedéles de dérégulation de
I’'hnoméostasie énergétique. Le mécanisme d’actidgradellulaire du CNTF pourrait aussi

offrir des perspectives a visée thérapeutique tatraitement de I'obésité.

A plus long terme, il serait judicieux d’étudieslenécanismes épigénétiques et moléculaires
sous-tendant l'effet protecteur du régime materHél. Parmi les acteurs moléculaires
potentiels, I'étude des micro-ARN, régulateurs fondataux de I'expression génique,
notamment au cours du développement serait de @renmiportance. Par ailleurs I'étude des
modifications épigiénétiques (méthylations...) indaitpar ce régime représente aussi une

perspective majeure a ce travail.
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Abstract Administration of CNTF durably reduces food intake
and body weight in obese humans and rodent models. However,
the involvement of endogenous CNTF in the central regulation
of energy homeostasis needs to be elucidated. Here, we demon-
strate that CNTF and its receptor are expressed in the arcuate
nucleus, a key hypothalamic region controlling food intake,
and that CNTF levels are inversely correlated to body weight
in rats fed a high-sucrose diet. Thus endogenous CNTF may
act, in some individuals, as a protective factor against weight
gain during hypercaloric diet and could account for individual
differences in the susceptibility to obesity.

© 2008 Federation of European Biochemical Societies. Pub-
lished by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Food intake; Arcuate nucleus; CNTF; Unbalanced
diet; Obesity

1. Introduction

The hypothalamic arcuate nucleus (ARC) integrates changes
in circulating levels of nutrients and hormones such as leptin
and insulin to respond to the energy body requirements [1].
The alteration of hypothalamic hormonal and/or nutrients
sensing contributes to the onset of obesity, which is usually
associated to hypothalamic leptin resistance [2-5].

Ciliary neurotrophic factor (CNTF) has been first demon-
strated to exert a trophic action on motor neurons of the cili-
ary ganglion [6]. This cytokine reduces food intake and body
weight by activating leptin-like intracellular pathways in the
ARC [7]. Interestingly, CNTF causes long-lasting weight loss
in most obese patients and animal models bypassing leptin
resistance [7-10]. Hence, CNTF has been considered as a
promising therapeutic tool for the treatment of obesity and
has prompted intense research aimed at identifying the cellular
and molecular mechanisms underlying its potent anorexigenic
properties. CNTF first binds to its specific receptor subunit
(CNTFRa), a membrane glycosyl-phosphatidyl-inositol
(GPI)-anchored. Binding of CNTF to CNTFRa induces het-
erodimerization of the f components of the receptor complex,

“Corresponding author. Fax: +33 1 69 15 74 70.
E-mail address. claire-marie.vacher@u-psud.fr (C.-M. Vacher).

leukaemia inhibitory factor receptor (LIFR) and gpl30
[11,12], leading to the activation of MAP kinase (MAPK)
and JAK-2/STAT-3 signaling pathways [13]. CNTF is also
able to regulate hypothalamic and muscle AMP kinase
(AMPK) [14,15].

The expression of CNTF and its receptor has been evidenced
in the rodent brain. Nevertheless, to date, no exhaustive inves-
tigation has regarded the expression of CNTF and its receptor
in the ARC. Besides, the role of CNTF as an endogenous mod-
ulator of energy homeostasis has not been yet determined. In-
deed, correlation studies between CNTF gene disruption and
body weight in mice or humans provided controversial data
[16-20]. However, compensatory pathways cannot be excluded
in such genetic approaches [21]. Thus, in this study, we have
reconsidered the hypothesis of a physiological role of CNTF
in the central control of energy homeostasis by using comple-
mentary morphological and biochemical approaches aimed at
identifying the cellular sources and targets of CNTF and
examining the impact of a high-sucrose or a high-fat diet on
CNTF level in the rat ARC.

2. Materials and methods

2.1. Animal experimental procedure

Adult (9 week-old) Wistar rats (males and females) were fed for 6
weeks with either a chow, a high-sucrose (HS) or a high-fat diet
adapted from previous studies [22]. Body weight was registered every
week and food intake monitored for the two last weeks before the
sacrifice. CNTF (0.3 mg/kg) or saline solution were injected (IP)
45 min before euthanasia. Recombinant CNTF, which crosses the
blood-brain barrier [23], was produced as previously described [24].
Experiments were performed according to European legal require-
ments (Decree 86/609/EEC).

2.2. Plasma parameters determination

Plasma glucose, cholesterol, insulin, leptin and triglycerides were
measured as previously described [25]. The homeostatic model assess-
ment (HOMA) for insulin resistance was calculated using the HOMA
version 2.2 calculator software (Diabetes Trials Unit, Oxford, UK).

2.3. CNTF in situ hybridization

A previously described CNTF oligonucleotide probe [26] (5" CCA
GAT AGA ACG GCT ACA GAG GTC CCG GCG GTG AAG
GGT CAG AGG 3') was labelled using terminal transferase and digo-
xygenin (DIG)-ddUTP according to the manufacturer’s recommenda-
tions (Roche Applied Science, Meylan, France). Free-floating sections
prepared from rat hypothalamus were incubated overnight at 42 °C

0014-5793/$34.00 © 2008 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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Fig. 1. Detection of CNTF mRNA by in situ hybridization and CNTF protein by multiple fluorescent immunohistochemistry. CNTF mRNA is
present in rat ARC (A). CNTF-IF is found in astrocytes (arrows) where it overlaps with GFAP-IF (B-D) and in neurons (arrowhead) as shown on
NeuN immunolaballed sections (E-J). Overlapping of 3 0.4 pm-thick focal planes. Scale bars = 20 pm for A-D; 10 um for E-G.

with labelled CNTF probe (0.2 nM). Following several washes as pre-
viously described [27], labelled cells were detected by a DIG-DNA
detection kit (Roche). Controls were assessed in the presence of the
sense probe.

2.4. Fluorescent immunohistochemistry

The immunohistochemical analyses were performed as previously
described with slight adaptations [28]. Hypothalamic sections
(50 um) were incubated with goat anti-CNTF (1:200, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), goat anti-CNTFRa (1:50; Santa Cruz Bio-
technology, CA, USA) or rabbit anti-p42/44 MAPK (1:200; Cell Sig-
naling Technology, Beverly, MA, USA). The chosen antibodies
cross-react with the rat forms of CNTF and CNTFRa [29,30]. Multi-
ple stainings were performed using a combination of monoclonal
mouse anti-GFAP (Glial Fibrillary Acid Protein; 1:500; Sigma) or
anti-NeuN (Neuronal nuclei; 1:100; Chemicon, Temecula, CA, USA)
immunoglobulins. Primary antibodies were visualized with FluoP-
robes-488 (FP-488; Interchim, Montlugon, France) or cyanine-5
(Cy5; Jackson Immunoresearch Laboratories; Suffolk, UK) conju-
gated antibodies (1:400). Immunofluorescence (IF) was examined by
confocal microscopy (Zeiss LSM 510 system, Germany). Optical sec-
tions were taken through the Z axis at 0.4 pm intervals and averaged
three times. Quantification was performed with ImageJ 1.36 b software
(NIH, USA). Briefly, CNTF levels and GFAP coverage were assessed

by measuring the integrated fluorescence densities or the area fractions,
respectively, within the reproductive contours of a whole ARC and
after background subtraction.

2.5. Western blots

Whole hypothalamus samples were homogenized as previously de-
scribed [31]. Proteins (50 pg) were subjected to SDS/PAGE and Wes-
tern blot analysis using the anti-CNTF antibody. All Western blots
were normalized to B-tubulin (1:1000; Cell Signaling Technology). Blot
quantification was performed by using BiolD software (Vilbert Lour-
mat, Marne-la-Vallée, France).

2.6. Quantitative real-time PCR

A Fast SYBR Green Master mix (Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France) was used to analyze CNTF mRNA expression level in the ARC.
The accumulation of PCR products was measured directly by monitor-
ing fluorescence intensity with a StepOne™ Real-Time PCR System (Ap-
plied Biosystems). Expression levels of mRNA were calculated after
normalization with the housekeeping gene B-actin. Nucleotide sequences
of the specific primers used were as follows: 5'-GGACCTCTG-
TAGCCGTTCTATCTG-3' (sense) and 5'-GGTACACCATCCACT-
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Fig. 2. Multiple fluorescent immunohistochemistry. Co-detection of pMAPK and GFAP in saline (A-C) and CNTF-treated (D-F) rats. A single i.p.
injection of CNTF induces MAPK phosphorylation in GFAP-positive (arrow) and GFAP-negative (arrowhead) cells. Co-detection of CNTFRa and
NeuN (G-I). CNTFRo-IF is evidenced in the cytoplasm of a NeuN-positive cell. 0.4 pm-thick focal planes. Scale bars = 10 um for A-F; 15 pm for

G-L.

GAGTCAAGG-3' (antisense) for CNTF; 5-CTATCGGCAAT-
GAGCGGTTCC-3' (sense) and 5'-TGTGTTGGCATAGAGGTCTT-
TACG-3’ (antisense) for B-actin.

2.7. Statistics

Data are represented as the mean percentage of control = S.E.M.
Unpaired Student’s ¢-test was carried out with Statview (SAS Institute,
NC, USA). The correlation coefficient was used to examine the rela-
tionship between hypothalamic CNTF levels and body weight in con-
trol, HS and HF fed animals. In all comparisons, results were
considered significant if P < 0.05.

3. Results

3.1. Identification of a local source of CNTF in the rat ARC
3.1.1. CNTF gene expression. Digoxygenin-labelled anti-
sense CNTF probes evidenced a perinuclear staining in some
ARC cells (Fig. 1A). No staining was observed with the sense
probe (not shown). Based upon double immunostaining exper-
iments combining anti-CNTF and anti-GFAP or anti-NeuN
antibodies, CNTF-IF appeared to emerge from approximately
90% of astrocytes (Fig. 1B-D) and 75% of neurons (Fig. 1E-J).

Table 1
Final body weights and physiological parameters measured in control, high-sucrose and high-fat diet fed animals.

C HS HF
Final body weight, g 265.28 2.7 281.9+4.3" 276.7+5.8
Energy intake, kcal/day 53.8%1.5 582+ 0.9 572£13
Relative adipose tissue, % BW 3.2+0.2 45%£0.2 54+0.5
Relative liver weight, % BW 2.6 £0.06 2.53+0.05 2.52+0.06
Plasma
Glucose, g/l 1£0.02 1£0.03 1.09 +0.05
Triglycerides, g/l 0.71 £0.16 1.1 £0.25 0.97 £ 0.23
Cholesterol, g/ 1£0.07 0.95£0.11 0.83£0.03
Insulin, ng/ml 0.74 £ 0.07 111 £0.08 1.47£0.94
Leptin, ng/ml 1.73£0.15 3.03+0.19 3.53+0.44
HOMA index 0.79 £0.1 L19%0.17 1.78 £0.27*

“P < 0.05 versus control.
**P < 0.005 versus control.
*.**P < 0.001 versus control.
£P < 0.05 versus HS.
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Fig. 3. Western blot analysis aimed at evaluating the impact of a high-sucrose (HS) or a high-fat (HF) diet on CNTF levels in the rat hypothalamus.
Compared to control and HF groups, the HS diet induces a significant 2-fold increase in the mean CNTF hypothalamic levels (AB) and a significant

6.4% increase in body weight (C). Unpaired Student’s ¢-test *P < 0.005.

It is to note that other hypothalamic nuclei, such as the para-
ventricular nucleus and the lateral hypothalamic area, ex-
pressed CNTF. However, the ARC exhibited the highest
amount of CNTF (not shown).

3.2. CNTF induces MAPK phosphorylation in the rat ARC
To identify the cellular types exhibiting functional CNTF
receptors in the rat ARC, the effect of CNTF on MAPK phos-
phorylation was examined. While pMAPK levels were low in
control animals (Fig. 2A), treated animals exhibited a dramatic
increase in MAPK phosphorylation both in astrocytes and
neurons, as revealed by detecting GFAP [Fig. 2D-F; arrow
pointing at an astrocyte (GFAP-positive cell); arrowhead
pointing at a neuron (GFAP-negative cell)]. The neuronal
expression of CNTFRa was corroborated since CNTFRo-IF
appeared in the shape of large puncta, presumably correspond-
ing to receptor clusters, in NeuN-positive cells (Fig. 2G-I).

3.3. Impact of a different hypercaloric diets on hypothalamic
CNTF level

To test the hypothesis of a relationship between the hypo-
thalamic expression of CNTF and the control of energy
homeostasis, two unbalanced diets were compared, high-su-
crose or high-fat, on CNTF levels in the hypothalamus and
the ARC. The endocrine and metabolic parameters are sum-
marized in Table 1. HS but not HF diet induced a significant
increase in body weight associated with increased energy in-
take. Both hypercaloric diets induced a significant increase in
relative subcutaneous adipose tissue, insulinemia, leptinemia
and HOMA index (Table 1). Plasma glucose, triglycerides

and cholesterol levels were not affected. The HS diet induced
a significant (2-fold) increase in CNTF hypothalamic levels
compared to control and HF groups (P < 0.005; Fig. 3A and
B). While no association was evidenced between CNTF hypo-
thalamic levels and body weight in control and HF animals
(r=0.2774 in control group; r=0.1732 in HF group;
P >0.1; Fig. 4A and C), a significant inverse correlation ap-
peared in HS animals (r = 0.8592; P < 0.001; Fig. 4B). Indeed,
in these conditions, animals with lower body weight exhibited
higher amounts of CNTF in the hypothalamus. This result was
corroborated in the ARC by evaluating both CNTF-mRNA
contents (0.99 in overweight-resistant versus 0.40 in the heavi-
est rats; QRT-PCR values normalized to B-actin-mRNA) and
CNTF-IF (Fig. 5A, D, G). It is noteworthy that this increase
in CNTF expression was specific to the ARC. In overweight-
resistant animals fed a HS diet, the mean CNTF-IF increase
in the ARC could reach +160% £ 3 (P <0.001; Fig. 5J) and
was associated to a significant decrease (—65% * 10;
P < 0.01) in the astrocytic coverage (Fig. 5B, E, H, K). Besides,
a positive correlation was found between body weight and
body weight gain in HS diet fed rats (r = 0.9801; P < 0.001).

4. Discussion

Several studies attempted to correlate CNTF genotype and
body mass. Except in a report showing that the homozygous
null mutation of the CNTF gene is associated to increased
body mass in humans [19], no link was found between CNTF
gene disruption and body weight [16,20]. However, compensa-
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Fig. 4. CNTF hypothalamic levels determined by Western blot negatively correlates with body weight in HS diet fed (B) but neither in control (A)

nor in HF diet fed rats.

tory mechanisms cannot be excluded. Indeed the permanent
disruption of the orexigenic NPY gene does not affect body
weight or feeding behaviour [32,33] although ablation of
NPY-expressing neurons in adults causes rapid starvation [21].

To reconsider the possibility for CNTF to represent an
endogenous anorexigenic factor, we have developed an alter-
native strategy aimed at evaluating the impact of two unbal-
anced hypercaloric diets (high-sucrose or high-fat) on the
local production of CNTF in the rat ARC.

Here we first have demonstrated that neurons and astrocytes
express both CNTF and functional CNTFRa, as evidenced by
MAPK phosphorylation in response to exogenous CNTF.
Furthermore, the hypothalamic CNTF expression was in-
creased and inversely correlated with body weight in HS rats.
This suggests that endogenous CNTF could protect a fraction
of individuals against diet-induced weight gain and account, at
least partially, for the individual variations toward susceptibil-
ity to develop high-carbohydrate-induced obesity. In the light
of previous reports (i.e. [7,8]), we can assume that the curbing
effect of CNTF on weight gain could be linked to its anorexi-
genic properties. The anorexigenic action of CNTF can be
attributed to its expression not only in the ARC but also in
the paraventricular nucleus and the lateral hypothalamic area,
as observed in our laboratory. Nevertheless, the highest hypo-
thalamic amounts of CNTF were found in the ARC and the
increased expression of CNTF in obesity resistant rats was spe-
cific to the ARC, suggesting a crucial role of this nucleus in the
endogenous effect of CNTF on the regulation of energy
homeostasis.

Direct evidence for CNTF release has not been yet demon-
strated in vivo. Nevertheless, evidence was presented for re-
lease of CNTF from cultured astrocytes [34]. Besides, a
direct intracellular action may also constitute a plausible
mechanism of CNTF action, as demonstrated in vitro [35].
This possibility deserves further investigation.

Interestingly, the increase in CNTF levels observed in a
proportion of HS diet fed rats paralleled a retraction of
astrocytic processes. Astrocytes are known to play a piv-
otal role in the regulation of food intake by monitoring
circulating hormones/nutrients and communicating with
neurons [36-38]. Moreover, they modulate synaptic number
and activity in response to peripheral signals [39-42]. How-
ever, whether these modifications are beneficial or harmful
in situations of unbalanced energy status needs further
investigation. An intrinsic inhibition of CNTF on glial cov-
erage is unlikely because previous studies have demon-
strated that CNTF does not reduce but instead stimulate
GFAP production and astrocytic network extent in the
brain [43,44].

It is noteworthy that HS and HF diets similarly affect insu-
lin, leptin and glucose circulating levels but only HS modifies
CNTF expression and astrocytic coverage in the ARC. This
clearly indicates that diet composition plays a key role in neu-
ronal organisation of hypothalamic nuclei and may account
for the individual variations of predisposition to develop obes-
ity.

In conclusion, our data show that CNTF may be considered
as an endogenous modulator of energy homeostasis in the
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ARC that possibly protects some individuals against the onset
of diet-induced obesity.
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