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Introduction générale

Mon projet de maitrise se divise en deux projets distincts portant sur la plasticité
hypothalamique en situation d’obésité. Le premier projet porte sur la respécification des
neurones Pomc et le deuxiéme sur la neurogenése dans 1’hypothalamus. Ces deux sujets
seront respectivement abordés dans les sections IV et V de I’introduction tandis que les

sections d’introduction générale servent a mettre la table pour les deux projets.

[. Problématique : pourquoi I’obésité est-elle si difficile a traiter ?

Qu’est-ce que 1’obésité ?

L’obésité se caractérise par une accumulation de masse graisseuse abdominale
nuisant gravement a la santé et a la qualité de vie des personnes atteintes [1]. Il s’agit d’une
maladie chronique progressive au méme titre que le diabete de type II [1]. Une personne
peut étre considérée comme obese si son indice de masse corporelle (IMC) est supérieur a
30 [2]. Depuis les années 1990, I’obésité mondiale est en ascendance, ayant quadruplé chez
les enfants entre 5 a 19 ans, passant de 2% a 8%, alors que pour les adultes de 19 ans et
plus, 1’obésité est passée de 7 a 16% [2]. En 2018 au Canada, 26,8% des adultes ont été
déclarés obeéses alors que 36,3% des adultes ont été déclarés comme étant en surpoids [3].
Le colit économique en 2021 pour ’obésité a été estimé a 9 milliards de dollars pour le
systéme de la santé canadienne [1].

L’importante accumulation de masse graisseuse au niveau de 1'abdomen, cause de
I’obésité, est associée a une hausse des graisses dans la circulation sanguine pouvant avoir
plusieurs répercussions négatives, notamment la résistance a 1’insuline, une hausse de LDL
(lipoprotéine de basse densité), le mauvais cholestérol, accompagnée d’une baisse du HDL
(lipoprotéine de haute densité), le bon cholestérol, en plus d’augmenter les risques de
maladies cardiovasculaires, les problemes de fertilité, certains cancers, les risques de
diabéte de grossesse et de type 11 [1, 4].

Egalement, les personnes atteintes d’obésité se retrouvent bien souvent

marginalisées. En plus d’un impact physiologique, I’obésité a un impact psychologique sur



les individus, pouvant affecter leurs cercles sociaux et économiques. Les préjugés auxquels
ces personnes font face peuvent se traduire par des inégalités sociales en matiére d'emploi,
d'éducation et d'accés aux soins de santé [5]. Ils sont souvent alimentés par des stéréotypes
répandus selon lesquels les personnes en surpoids seraient pergues comme paresseuses, peu

motivées ou dépourvues de discipline sur leur hygiéne de vie [1].

Qu’en est-il de la perte de poids sur le long terme ?

Devant ces chiffres, on visualise mieux I’importance et le poids économique de
I’obésité. On comprend également 1’urgence de faire face a ce probléme et de trouver des
solutions accessibles et fonctionnelles sur le long terme. Malheureusement, il n’existe pas
de remeéde miracle a I’obésité et peut nécessiter différentes interventions tout au long de la
vie des personnes atteintes.

A ce jour, peu de choix de traitement s’offrent aux personnes atteintes d’obésité.
Voici une liste de ces traitements classés en ordre de gravité de 1’obésité (moins grave au
plus grave) :

- En premier lieu, on retrouve en général les changements des habitudes de vie :
amélioration du régime alimentaire et 1’incorporation d’activité physique réguliére.
Bien que ces techniques soient prometteuses et entrainent des pertes de poids
satisfaisantes, des données montrent que 80% des personnes qui perdent 5% de leur
poids le reprennent d’ici 5 ans [1, 6].

- En second lieu, des interventions pharmaceutiques comme [’utilisation de
médication favorisant la perte de poids peuvent étre envisagées. Cependant, ces
solutions peuvent étre cotiteuses et les risques liés a la prise de médicaments pour
la perte de poids sont considérables (comme : risque de tumeur thyroidienne,
complication rénale et pancréatite) [7]. L’ensemble des traitements connus,
incluant les célebres sémaglutides (tel I’Ozempic), les tirzepadites et les liraglutides
ne parviennent pas a éliminer la sensibilité au regain de poids chez les individus
ayant souffert d’obésité. Comme le montre une étude portant sur les changements
corporels et cardiovasculaires apres I’arrét de I’Ozempic, les patients reprennent les
deux tiers du poids perdu lors de I’intervention pharmaceutique dans les 52

semaines suivantes [8].
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- En dernier recours, la chirurgie bariatrique peut s’offrir a certains candidats
admissibles. Malheureusement, la chirurgie bariatrique est cotiteuse pour 1’état et il
n’est pas envisageable d’offrir cette intervention aux 7,3 millions de Canadiens
atteints.

Tous ensemble, ces traitements ne sont pas suffisants pour éliminer définitivement

I’obésité et ne garantissent pas le maintien d’un poids corporel sain, ce qui prouve I’impact
important de 1’obésité et justifie la poursuite de la recherche sur de nouvelles voies de

traitements améliorant le poids et la santé globale.

Ou se situe le probléme de 1’obésité ?

L’obésité semble a premicre vue étre un désordre périphérique qui pourrait étre
caus¢ par des facteurs (autres que le mode de vie et la surconsommation alimentaire)
comme la pollution [9], I’inflammation et la dysbiose du microbiote [10]. Pourtant, les
preuves recueillies au cours des dernieres décennies montrent de maniere convaincante que
I’obésité est avant tout une maladie du systéme nerveux central [11-16]. Ainsi,
I’hypothalamus, responsable de nombreux processus homéostatiques inconscients, dont la
régulation de la prise alimentaire est vite devenue la cible de nombreuses études portant
sur la balance énergétique [13, 17-19]. C’est dans la région hypothalamique du Noyau
Arqué, ou se trouve le systetme de la mélanocortine, que la majorité des études se
consacrent. Le systéme de la mélanocortine agit en tant que centre d’intégration des statuts
énergétique de la périphérie [13-15, 17, 19]. Ce systéme est impliqué dans le contrdle de
la consommation et de la dépense énergétique (homéostasie €nergétique) ainsi que de
I’homéostasie du glucose [13, 17]. Il s’agit donc du processus par lequel notre organisme
est en mesure d’ajuster la prise alimentaire et la dépense énergétique afin de réguler le
poids corporel de maniére stable [15]. Un dysfonctionnement de cette fonction du systéme
de la mélanocortine est connu pour causer 1’obésité et entrainer des troubles de régulation
du métabolisme comme 1’hypertension et le diabete de type 11 [13, 17].

Sachant ceci, il devient pertinent de se pencher sur cette région du systéme nerveux
afin de trouver des réponses aux questions soulevées concernant la prise de poids.

Egalement, alors que la crise d’obésité ne parvient pas a €tre neutralisée, une meilleure
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compréhension des changements moléculaires et physiologiques du « cerveau obése » doit
étre atteinte.

Dans les prochaines sections, le role de I’hypothalamus dans I’intégration des
signaux métaboliques et I’implication de ses populations neuronales seront abordés, en plus

de détailler les conséquences de la malnutrition et/ou d’un stress métabolique sur ceux-ci.

Régions du cerveau qui participe a la balance énergétique.

Biologiquement, 1’appétit sert a assouvir un déficit calorique afin d’assurer la
survie, mais la réalité de cet état motivationnel est plus complexe. Il est important de mettre
la table en expliquant que la régulation du comportement alimentaire implique des circuits
cérébraux anciens, étant optimisée pour performer dans un contexte de faible disponibilité
alimentaire. Parmi ces circuits on retrouve ceux de la récompense et de la motivation [15]
qui seront expliqués plus en détail ci-dessous. Cependant, I’évolution de ces circuits
favorisant I’ingestion d’aliments riches en énergie dans des environnements ou ces derniers
¢taient rares se retrouvent aujourd’hui sollicitée de fagon excessive [15]. Notre cerveau
n’est pas optimis¢€ pour répondre a cette abondance nutritionnelle.

Ainsi, de nombreux éléments peuvent susciter I’envie de manger, mais cette envie
ne correspond pas toujours a un besoin énergétique réel. Lorsqu’elle est motivée par le
plaisir anticipé ou les propriétés gratifiantes de I’aliment, on parle alors d’appétit hédonique

[15, 20].

L’appétit
Traditionnellement, on distingue deux grands axes de I’appétit :

1. L’angle homéostasique, décrit un peu plus tot, vise a maintenir un équilibre entre
la dépense énergétique et les apports caloriques. Ce systeéme est principalement
régulé par I’hypothalamus et son systeme de la mélanocortine, qui intégrent des
signaux périphériques pour ajuster la prise alimentaire [13, 16, 17].

2. L’angle hédonique, quant a lui, apprend a notre organisme a identifier les sources
alimentaires les plus gratifiantes grace au systéme de récompense [15, 20]. Ce

systéme, implique notamment I’aire tegmentale ventrale (VTA) [15, 16], le noyau
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accumbens (NAc) [15, 16] et I’hippocampe [21], et module le désir de manger en
fonction du plaisir anticipé [15, 16, 20].

Ainsi, 1’appétit hédonique ne repose pas sur un besoin énergétique. Sa régulation est
bien plus complexe et prend en compte des aspects de « désir » et d’« appréciation »
nutritionnelle, deux aspects qui sont fortement renforcés par la récompense.

La consommation d’aliments savoureux, souvent riche en graisse et en sucre, permet
la relache de neurotransmetteurs clés dans le systeme de la récompense. Dans la liste ci-
dessous nous en citons les plus connus et les plus importants :

- la dopamine (DA) : favorise la récompense dite conditionnée face a des signaux
externes tels que la vue, I’odeur et le golt, elle est centrale pour le « désir » de
consommer un aliment [15, 16]. Une fois sécrétée hors des neurones du VTA, la
DA est projetée vers le NAc et I’hippocampe [16].

- Les endocannabinoides : fortifient 1’association entre le plaisir et la nourriture
palatable et peuvent augmenter le désir d’en consommer davantage lors de
I’ingestion [16]. Ils sont synthétisés a partir de nos réserves lipidiques et peuvent
intervenir dans le systeme de la récompense en influengant 1’« appréciation » en
provenance de la nourriture palatable [16].

- La sérotonine (5-HT): influence la durée de la prise alimentaire lors de la
disponibilit¢ de nourriture palatable [16]. Sa présence réduit la consommation
alimentaire [16], ce qui laisse comprendre que I’humeur est aussi un facteur dans

le systéeme de la récompense.

La satiété

La satiété est aussi un facteur important et complexe dans le maintien de la balance
énergétique. Il s’agit d’un signal contraire a celui de I’appétit, qui informe 1’organisme
lorsque le déficit calorique est résolu [20]. La satiété peut également étre influencée par
différents facteurs autres que la prise alimentaire : le stress, une situation de danger ou bien
encore I’anorexie peuvent tous induire a tort la satiété [20]. Cependant ces différents

facteurs agissant sur la satiété ne seront pas abordés dans ce mémoire, nous portons une
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attention plus particuliére aux signaux métaboliques de celle-ci. Ainsi, pour ce mémoire,
on distingue deux types de satiétés :

- La satiété rapide se produit lorsque 1’estomac est plein a la suite d’ingestion
d’aliment. L.’ information est transmise a partir de I’estomac et I’intestin gréle via
les afférences du nerf vague vers le cerveau postérieur [22, 23].

- La satiété lente se produit a la suite de sécrétion hormonale en provenance des
réserves de graisse des tissus adipeux vers la région du noyau arqué de
I’hypothalamus [24] [20].

Ces deux aspects sont régulés par le cerveau, mais c’est I’hypothalamus qui recoit

principalement les signaux de la satiété lente.

L’hypothalamus

L’hypothalamus est une région complexe du cerveau qui se divise en de nombreux
noyaux, abritant des populations neuronales hétérogenes et responsables de diverses
fonctions, rendant cette région multifonctionnelle. En effet, I’hypothalamus est connu pour
réguler plusieurs fonctions homéostasiques inconscientes, telles que la régulation de la
température corporelle, la reproduction, la réponse au stress, 1’éveil, la soif et I’appétit, en
plus de participer a plusieurs fonctions endocriniennes en collaboration avec 1’hypophyse
[13, 25].

Bien que notre recherche s’intéresse en particulier a la région du Noyau Arqué, ce
dernier ne travaille pas seul. D’autres régions hypothalamiques travaillent de concert avec
le Noyau Arqué afin de réguler la balance énergétique (voir figure 1). Nous verrons dans
la section suivante un apercu des différents noyaux hypothalamiques, leur role dans la prise

alimentaire et la dépense énergétique et s’il y lieu, leur relation avec le Noyau Arqué.
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Figure 1: Vue d’ensemble sur les différents noyaux hypothalamiques et leur role dans
I’homéostasie du métabolisme.

Légende : adaptation de larevue de Tran, L.T et al. 2022[26]., afin de simplifier la compréhension au sujet de ce mémoire.
Définitions des abréviations : 3V, troisiéme ventricule; ARC, noyau arqué de 1’hypothalamus; VMH, noyau ventro-
médian de I’hypothalamus; DMH, noyau dorsomédian de I’hypothalamus; PVN, noyau paraventriculaire de
I’hypothalamus; LH, noyau latéral de I’hypothalamus; POA, noyau préoptique de I’hypothalamus, ce dernier se trouve
au niveau antérieur de ’hypothalamus (Ant.Hyp) et n’est donc pas un noyau médial de I’hypothalamus (Med.Hyp). Les

fleches représentent les connexions entre certains noyaux impliqués afin dans la réponse sur la balance énergétique.

La région du Noyau Arqué hypothalamique (ARC): région médiobasale de

I’hypothalamus qui abrite une population de neurones hétérogeénes responsables de la
balance énergétique et de la régulation du poids corporel. Parmi ces neurones, on retrouve
les neurones Proopiomélanocortine (Pomc), responsables d’induire la satiété [15, 27, 28],
ainsi que les neurones Agouti-related protein et les neurones exprimant le neuropeptide Y
(Agrp/Npy), responsables de I’augmentation de I’appétit [11, 12, 15, 28, 29] . Ensemble,
ce réseau de neurones forme ce que I’on nomme le systéme de la mélanocortine [15] . Ce
systeme tient son nom des récepteurs a la mélanocortine, situ¢é dans le PVN de
I’hypothalamus et qui sont la cible de population neuronale du noyau arqué. Ce systeme
sera abordé plus en détail lorsque nous présenterons les effets combinés des neurones Pomc

et Agrp sur le PVN.
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Figure 2 : Schématisation du systeme de la mélanocortine chez la souris.

Légende : représentation simplifiée des neurones de la faim Agrp/Npy et de la satiété Pomc et de leur effet sur les

neurones de 2¢ ordre au niveau du PVN, lorsque 1’un ou I’autre est activé par son signal respectif.

Le noyau ventro-médian de I’hypothalamus (VMH) : région de I’hypothalamus qui

est au centre de plusieurs fonctions endocriniennes, dont la régulation du glucose, la
thermogenese, la régulation du poids corporel ainsi que les comportements sociaux et
sexuels [30].

L’importance du VMH dans la régulation homéostasique du poids corporel a été
démontré en 1942 par Hetherington A.W & Ranson S.W [31], par la réalisation de 1ésion
chirurgicale de plusieurs régions hypothalamique, dont le VMH chez des rats. Les auteurs
sont venus comparer les effets des 1ésions hypothalamiques sur la prise alimentaire, le
poids corporel et le comportement en général. Leurs résultats montrent que les Iésions au
niveau du VMH induisent un comportement hyperphagique extréme ainsi qu’un gain de
poids causant I’obésité comparativement aux autres 1ésions hypothalamiques [31].

Des études plus récentes menées par Dhillon, H et al. (2005) sur des souris K.O.
pour le facteur stéroidogenése-1 (SF1), un géne important dans le développement du VMH,
confirme les premiéres observations : les souris K.O. qui n’ont pas développé de VMH ont

une accumulation d'adipocytes causant I’obésité [32]. Ces résultats soulignent I’importance
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du VMH a contrer les effets d'un régime obésogene en réduisant la prise alimentaire et en
augmentant la dépense énergétique [30]. Finalement, le VMH interagit avec les neurones
Pomc de I’ARC pour agir sur la prise alimentaire. Lors de la consommation d’aliment, les
neurones du VMH sécrétent du glutamate vers les neurones Pome, ce qui les active et

favorise I’arrét de la consommation alimentaire [33].

Le noyau dorsomédian de I’hypothalamus (DMH) et le noyau préoptique de

I’hypothalamus (POA): le DMH joue un rdle crucial dans 1’augmentation de la

thermogenese corporelle en réponse a la leptine et a 'apport alimentaire [34]. Il est connu
que les neurones du DMH regoivent des projections du POA, participant a la thermogen¢se
et favorisant la dépense énergétique par la conversion d’adipocytes blancs en adipocytes
bruns [26] [35]. Ces régions de 1’hypothalamus sont moins étudiées pour leur role sur
I’obésité, toutefois, les neurones Gabaergique du DMH inhibent les neurones Pomc de

I’ARC en situation de déficit calorique, ce qui favorise la prise alimentaire [36].

Le noyau paraventriculaire de ’hypothalamus (PVN) : ce site est bien connu dans

la littérature pour intégrer les signaux de multiples régions hypothalamiques.

En effet, le PVN est le point culminant de plusieurs projections des noyaux
hypothalamiques impliqués dans la balance énergétique, incluant les projections en
provenance des neurones de la faim (Agrp/Npy) et de satiété (Pomc) de ’ARC [18, 19].
Lorsque les neurones positifs aux récepteurs Mc4R du PVN (PVNM*4R*) sont activés par
les neurones Pomc de I’ARC, les efférences sont le tractus solitaire, le noyau moteur dorsal
vague ainsi que le systéme sympathique de la moelle épiniere [18, 19], ce qui engendre une
réduction de la consommation alimentaire [18, 19] et une augmentation des dépenses
énergétiques [18, 19] en augmentant la thermogenése et la fréquence cardiaque [19]. A
I’inverse, lorsque le PVN recoit une forte signalisation en provenance des neurones
Agrp/Npy de ’ARC, il en résulte d’une baisse des dépenses énergétiques et d’un
comportement hyperphagique par I’inhibition des neurones PVNMe4R*,

A premiére vue, il semble que le PVN ait une action sur le métabolisme en obéissant

qu’aux neurones de I’ARC hypothalamique. Cependant, le neuropeptide Ocytocine, sécrété

par les neurones du PVN, a aussi une action sur la balance énergétique [37-39]. Il est connu
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que I’administration d’ocytocine directement dans le PVN diminue la consommation
alimentaire et réduit la prise de poids [39]. De plus, I’ablation spécifique des neurones a
ocytocine réduit la dépense énergétique et conduit a une prise de poids marquée sous
régime riche en graisses, sans modification de I’apport alimentaire, alors que ces effets ne
sont pas observés chez les animaux sous régime standard [37]. Ces observations suggerent
que les neurones a ocytocine du PVN sont cruciaux pour adapter le métabolisme aux exces

nutritionnels, en particulier pour contrer les effets délétéres d’une diete hyperlipidique [37].

Le noyau latéral de I’hypothalamus (LH) : connu aussi sous le nom du centre de la

consommation alimentaire, 1’activation neuronale de cette région occasionne, comme son
surnom 1’indique, la prise alimentaire [18].

On retrouve dans le LH des projections en provenance des neurones Npy de ’ARC.
Ces terminaisons stimulent les neurones Orexine-A et B en plus des neurones positifs au

récepteur Y5, afin de stimuler 1’appétit et la prise alimentaire [15, 18].

L’hypothalamus et le systéme de la mélanocortine : intégration des différents sighaux
métaboliques périphériques pour réguler les dépenses énergétiques.

L’hypothalamus est responsable de I’intégration des signaux de la périphérie, que
ceux-ci soient hormonaux ou métaboliques, 1’informant entre autres sur 1’état nutritionnel
afin qu’il puisse diriger une réponse adaptée aux statuts énergétiques [40]. Plus
particuliérement, I’ARC hypothalamique, qui contient les neurones de la satiété Pomc et
de I’appétit Agrp, se trouvant au bord ventromédial du troisiéme ventricule, est bien situé
pour recevoir ces signaux de par sa proximité avec la zone «poreuse» de la barriére
hématoencéphalique [41].

Les principaux signaux hormonaux de la périphérie, regus par les neurones Argp et
Pomc, proviennent de I’estomac, par la sécrétion de la ghréline [15, 21], ou bien des
adipocytes, par la leptine [15, 42]. Ces hormones traversent la barriere hématoencéphalique
pour agir en tant que régulateurs de I’homéostasie du métabolisme au sein du noyau ARC

de I’hypothalamus [40].

20



La ghréline est une hormone gastro-intestinale qui signale un déficit calorique avant
un repas et cesse lors de I’ingestion alimentaire [15, 29, 43]. La leptine quant a elle est une
hormone peptidique sécrétée par les adipocytes [42] afin de signaler la fin du déficit
calorique [43, 44]. Le niveau circulant de leptine est ainsi proportionnel a la masse
adipocytaire et sa sécrétion est également associée a une réponse sur le statut nutritionnel,
car ses niveaux augmentent graduellement a la suite de la prise alimentaire [42]. Ainsi la
leptine est considérée comme étant une hormone responsable de conserver la masse
graisseuse a son statu quo.

Les neurones Agrp sont activés par le signal de la ghréline [29, 43]. L activation de
ces neurones augmente I’appétit et diminue les dépenses énergétiques [43]. Les neurones
Agrp tirent leur nom du peptide qu’ils relachent au niveau du PVN : la protéine agouti. Ce
peptide est un antagoniste des récepteurs Mc4R présents dans les neurones du PVN. De
plus, les neurones Agrp liberent aussi d’autres neurotransmetteurs et neuropeptides: le
neuropeptide Y (Npy), et le y-aminobutyric acid (Gaba), qui ont des effets similaires sur
I’augmentation de I’appétit et la diminution des dépenses énergétiques [45]. Les neurones
du PVN ciblés par Npy et Gaba sont variés, mais les circuits impliqués sont encore peu
définis.

Ainsi la ghréline sécrétée par I’estomac lors du jeline, hausse 1’activité des neurones
Agrp pour favoriser une balance énergétique positive en rehaussant I’appétit et en
diminuant les dépenses énergétiques [15, 21, 29, 43]. A I’inverse, la leptine sécrétée par le
tissu adipeux de manicre proportionnelle a sa taille [42] inhibe les neurones Agrp [43, 44].

De fagon contraire, les neurones de satiété Pomc sont quant a eux actifs lorsque la
leptine agit sur ses récepteurs a sa surface. L’hormone est libérée dans la circulation
sanguine apres un repas afin de signaler le rétablissement du déficit calorique en induisant
la satiété [13, 20, 29], par la libération d’un agoniste pour les récepteurs Mc4R se trouvant
dans la région du PVN, [’a-melanocyte-stimulating hormone (a-Msh) [14]. Dans les
sections suivantes, nous allons voir plus en détail le fonctionnement des neurones Pomc.

Sommairement, les neurones Pomc et Agrp hypothalamiques ont des projections
vers d’autres régions de I’hypothalamus en dehors du noyau ARC, dans le noyau
paraventriculaire hypothalamique (PVN), en plus d’avoir des projections vers les neurones

des ganglions sympathiques de la moelle épiniére [40]. Ce réseau de neurones cible les
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neurones positifs pour le récepteur de la mélanocortine-4 (Mc4R) du PVN [28]. Les deux
groupes de neurones ont un effet contraire sur cette méme cible afin de réguler la dépense
énergétique et la prise alimentaire, selon les signaux pergus en provenance de la périphérie

(voir figure 2).

Les neurones non-Agrp/Npy et non-Pomc de ’ARC :

Au-dela des neurones Pomc et Agrp/Npy de I’hypothalamus, I’ ARC abrite d’autres
populations neuronales jouant un role dans ’homéostasie et la balance énergétique.

Parmi ces neurones se retrouvent des neurones Gabaergiques (Gaba) sensibles a la
leptine, mais bien distincts des neurones Agrp, des neurones dopaminergiques Tubéro
infondibulaires (TiDa) qui contrdlent la sécrétion pituitaire de la prolactine, ainsi que des
neurones Kisspeptine (Kissl), responsables de la régulation de la fertilité [46]. Bien que
les TiDa et les Kissl soient principalement impliqués dans la fertilité, leur role dans la
balance énergétique n’est pas a négliger puisque le métabolisme a besoin de s’ajuster afin
de permettre la croissance d’un organisme. Les paragraphes suivants vont servir a décrire

le role de ces neurones hypothalamiques et leur relation avec la balance énergétique :

Les neurones Gabaergiques :

Les neurones Gabaergiques du noyau arqué (ARC) exercent un réle complexe dans
la régulation de la balance énergétique. Si les neurones Agrp, qui co-expriment avec Gaba,
ont un effet clairement orexigéne en stimulant la prise alimentaire [45], d’autres neurones
Gabaergiques, notamment ceux exprimant vGat (transporteur vésiculaire du Gaba),
semblent plutot exercer un effet anorexigene [47]. Cette diversité fonctionnelle souligne
I’importance de distinguer les sous-populations de neurones Gabaergiques au sein de
I’ARC.

L’activation des neurones vGat de I’ARC est nécessaire pour freiner 1I’hyperphagie
et la prise de poids. En effet, la délétion des récepteurs a la leptine (LepR) dans cette
population mene a une augmentation marquée de la prise alimentaire et du poids corporel
[48]. Bien que les neurones Agrp et Pomc soient reconnus comme des cibles de la leptine,
leur seule implication ne suffit pas a expliquer I’ensemble des effets métaboliques de cette

hormone. En effet, la suppression de LepR uniquement dans ces neurones ne reproduit pas
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le phénotype obése des souris completement déficientes en leptine [48, 49]. En revanche,
les neurones vGat exprimant LepR sont essentiels a cette réponse : ils représentent donc
une population de neurones Gabaergiques sensibles a la leptine, agissant comme neurones

de premier ordre dans la détection de ce signal anorexigéne [48].

Les neurones Kissl :

Les neurones Kissl de ’ARC sont connus principalement pour leur action sur
I’hormone lutéinisante, participant ainsi a la régulation de la fertilité [46]. Cependant, cette
population neuronale est également activée par les signaux de la leptine et de I’insuline lors
de la prise alimentaire [50]. Une fois activés par ces hormones, les neurones Kissl de
I’ARC activent les neurones de la satiété Pomc et inhibent les neurones de I’appétit Agrp
[50]. De plus, Kiss1 envoie des projections directement au PVN ou ils favorisent la satiété,
en plus de projections au DMH, ou ils participent a I’augmentation des dépenses

énergétiques par 1’activation de la thermorégulation [50].

Les neurones TiDa :

Les neurones TiDa de I’ARC sont principalement impliqués dans la régulation de
la prolactine pour le processus de la lactation [46, 51]. Toutefois, les neurones TiDa sont
dopaminergiques et la libération de dopamine est connue pour jouer un réle dans le systéme
de la récompense, la motivation et les mouvements [46, 51]. Bien qu’indirects, ces
neurones ont un role dans la régulation de la balance énergétique en renforcant le sentiment

de plaisir li¢ a la consommation de nourriture (I’appétit hédonique) [15, 16].

Effets combinés des neurones Pomc et Agrp sur le PVN :

De plus en plus d’études se penchent sur le role des neurones Pomc et Agrp en tant
que groupe de neurones interagissant de maniére collaborative.
Jusqu’a maintenant la majorité des études menées sur les circuits hypothalamiques Agrp et
Pomc étaient réalisées en isolant soit le circuit de 1’appétit Agrp, soir le circuit de la satiété,

Pomc. Ainsi, il n’était pas possible de savoir si ce groupe de neurones travaille
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individuellement ou de fagon simultanée afin d’intégrer et de relayer les signaux de la
périphérie.

Une étude menée par De Solis et al. (2024) a utilisé un modeéle murin exprimant des
récepteurs DREADD pour moduler chimiogénétiquement les neurones hypothalamiques
Agrp et Pomc a I’aide du Clozapine-N-oxide (CNO) [52]. L’activation des neurones Agrp
couplée a I’inhibition simultanée des neurones Pomc a induit une prise alimentaire et une
prise de poids cohérentes avec le phénotype observé chez des souris nourries avec une diete
riche en gras et en sucre [52]. Cette manipulation démontre une interaction réciproque entre
ces deux types neuronaux, et met en évidence que le contrdle de la balance énergétique
repose sur les effets additifs et opposés de ces deux populations [52]. Par ailleurs, I’étude
a aussi révélé un role coordonné des neurones Agrp et Pomc dans la régulation de la
production de glucose hépatique en condition de jeline. L’inhibition isolée des neurones
Pomc provoque une augmentation rapide du glucose hépatique [52]. Cependant, cet effet
est atténué lorsque les neurones Agrp sont activés en parallele, suggérant que ces deux
types neuronaux interagissent pour moduler la réponse hépatique de mani€re non linéaire,
différente de I’effet de leur modulation individuelle [52].

Une deuxieme étude réalisée par Zhang SX., et al. (2024), s’est intéressé a comment
la transmission des neuropeptides de la faim (Npy) et de la satiété (a-Msh) s’intégre dans
la signalisation cellulaire pour exercer leur controle sur la balance énergétique et la
consommation alimentaire [53]. Les chercheurs ont montré que la stimulation des neurones
Agrp de I’ARC vers le PVN provoque la libération de Npy, ce qui entraine des diminutions
de cAMP dans les neurones en aval exprimant le récepteur Mc4R du PVN, menant a une
diminution de leur activité sur la promotion de la satiété [53].

En parallele, la stimulation des neurones Pomc de ’ARC vers le PVN déclenche
des augmentations de cAMP dépendantes de l'a-Msh, dans les neurones positifs au
récepteur Mc4r, ce qui encourage la satiété [53].

Ainsi, ils ont conclu que Npy et a-Msh contrdlent le cAMP des neurones Mc4R+

de maniere compétitive afin de réguler la consommation alimentaire [53].
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I1. L obésité et les neurones Pomc

Un stress métabolique prolongé, tel que I’obésité, peut induire une dysfonction des
différents circuits homéostatiques et donc nuire a la régulation du poids corporel par un
déséquilibre dans la régulation métabolique. Plus particuliérement, les neurones Pomc
hypothalamiques sont trés susceptibles d’étre affectés par un stress métabolique prolongé
[28, 54-56]. Certaines études observent méme une disparition de 25% a 50% de ces
neurones, et ce, spécifiquement dans des conditions de stress métabolique prolongé [55-
57], nous y reviendrons plus en détail dans la section II : résultats contradictoires.

Mais avant de plonger dans le cceur du sujet des neurones Pomc et de 1’obésite,
voyons d’abord les fonctions reliées a 1’activité de ces neurones en définissant leur
expression peptidique ainsi que les lieux d’expression de ceux-ci. Je propose donc de
débuter par un survol du tableau fonctionnel des neurones Pomc en passant par leurs
développement et maturation puis de terminer par I’effet d’un stress métabolique chronique

sur ceux-ci.

Accent sur les neurones Pomc :
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Figure 3 : Simplifications des séquences de clivage du neuropeptide Pomc.

Légende : figure adaptée et simplifiée a partir du schéma offert par Christine G.Joseph (2004)[58], afin de mettre en

valeur I’essentiel pour la compréhension de ce mémoire. Définitions des abréviations : MSH, melanocyte stimulation
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hormone; ACTH, adrenocortiotropic hormone; Pomc, Pro-opiomelanocortin; LPH, lipotropic hormone; PC, prohormone

convertases.

Le neuropeptide Pomc est un long peptide fait de 267 acides aminés [58]. Lorsque
le peptide est sécrété hors du neurone, celui-ci est clivé par 1’action de 2 enzymes, les
prohormones convertases 1 et 2 (PCl et PC2, voir figure 3) [59]. Le clivage du
neuropeptide Pomc permet la libération de nombreux peptides plus courts avec des
fonctions différentes et la génération de certains de ces peptides dépend des tissus dans
lesquels ils sont sécrétés (voir tableau 1) [60-62].

Parmi les peptides générés a la suite du clivage de Pomc par PC1 et PC2, on
retrouve entre autres: [’adrénocorticotrophine (Acth), I’a-melanocyte-stimulating
hormone (a-Msh), la B-melanocyte-stimulating hormone (B-Msh), la y-melanocyte-
stimulating hormone (y-Msh) et la B-endorphine [63]. Plus particulierement, au sein de
I’hypothalamus, le neuropeptide Pomc est d’abord clivé en Acth par PCI1, puis est clivé
une seconde fois par PC2 pour produire a-Msh (voir figure 3) [62].

De fagon plus intéressante pour ce mémoire, c’est la portion a-Msh du long peptide
Pomc qui est capable de se lier avec les récepteurs Mc4r du noyau paraventriculaire afin
d’avoir une action sur la satiété et la dépense énergétique.

Il est donc important de comprendre que la région dans laquelle Pomc est sécrétée
influencera sa fonction. En effet, le neuropeptide Pomc n’est pas seulement exprimé dans
I’ARC hypothalamique des mammiferes, mais aussi dans une variété d’autres tissus, lui
conférant un clivage et une fonction différente [64]. Voici une liste des différents endroits
ou I’on retrouve le neuropeptide Pomc et ses peptides mélanocorticoides dérivés en plus

d’une bréve description de leur fonction [64]:

Peptides dérivés Tissus Fonction(s)
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a-Msh Estomac-Reins-Intestins-Ovaires- Signalisation paracrine
Testicules-Placenta-Glandes Pigmentation de la peau
surrénales-Pancréas-Peau-Systéme Diminution de la prise
nerveux central (ARC | alimentaire
hypothalamique-  Zona  incerta
hypothalamique- noyau du faisceau
solitaire du tronc cérébral)
B-Msh Hypothalamus Diminution de la prise
alimentaire (controversé)
v-Msh Glandes surrénales- Neurones des | Hypertension
intestins- Systéme nerveux central Réactions immunes
Acth Hypophyse -  Peau-Adipocytes- | Augmentation de
Lymphocytes glucocorticoides dans le sang

Controle du rythme circadien
Pigmentation de la peau

Lipophyse

B-endorphine

ARC de I’hypothalamus - Eminence
médiane de I’hypothalamus - Bordure
ventromédiale du 3° ventricule de

I’hypothalamus

Ligand pour les récepteurs
opioides
Analgésique
Réle dans les fonctions
reproductrices (inhibition de la
gonadotrophine)

Production de prolactine

Role bidirectionnel dans la

balance énergétique

Tableau 1 : Sommaire des peptides dérivés du clivage de Pomc selon les tissus et de

leurs fonctions.

Légende : adaptations a partir de la lecture de I’article par Erika Harno, et al. (2018)[64].
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Les neurones Pomc: leur développement et leurs facteurs identitaires principaux

Le contréle transcriptionnel du développement et des fonctions des neurones de
I’ARC fait I’objet de nombreuses études. Jusqu’a ce jour, plusieurs génes ont été identifiés
dans ce processus. Dans notre projet, nous nous intéressons plus particuliérement aux génes
régulateurs du développement et du maintien des neurones Pomc.

Les progéniteurs neuronaux de I’ ARC tirent leur origine de la zone ventriculaire de
I’hypothalamus (HVZ) et il est possible d’identifier les neurones Pomc a partir du jour
embryonnaire 10,5 [28]. Entre les jours 16.5 a 18 du développement embryonnaire, les
progéniteurs neuronaux ont migré et se sont différenciés de fagon a former les différents
noyaux hypothalamiques [65]. Tout au long de la maturation des neurones Pomc, plusieurs
facteurs transcriptionnels seront impliqués dans leur développement adéquat. Nous verrons

dans cette section, les roles principaux de ces différents facteurs.

- Thx3

Lors de travaux récents réalisé€s par Quarta, C., et al. (2019), il fut démontré que le
facteur transcriptionnel T-BOX3 (7bx3) est particulierement important pour la maturation
finale des neurones hypothalamiques de I’ARC lors du développement, mais également
nécessaire pour le maintien de leurs fonctions et 1’expression des neuropeptides
fonctionnels a 1’age adulte [66]. Chez la souris, les chercheurs ont démontré que la perte
de I’expression de Thx3 lors du développement entraine une perte importante du nombre
de neurones Pomc, une intolérance au glucose, en plus d’induire I’obésité [66].

Pour comprendre I’origine de cette réduction du nombre de neurones Pomc, ils ont
étudié¢ la génération des neurones Pomc chez les souris dépourvues de 7hx3 au stade
embryonnaire. A ce stade, le nombre de neurones positif pour Pomc était comparable a
celui des souris sans délétion de 7hx3 [66]. En revanche, un suivi postnatal a révélé une
perte progressive de I’identité Pomc, sans pour autant qu’il y ait une mort cellulaire des
neurones [66]. Ces résultats indiquent que I’absence de 7hx3 induit une reprogrammation
identitaire postnatale des neurones Pomc. Afin de déterminer si ce phénomene pouvait
également se produire chez 1’adulte, les chercheurs ont supprimé 1’expression de 7bx3 dans
I’hypothalamus a I’aide d’une approche virale. Ils ont alors observé une perte identitaire

similaire des neurones Pomc, accompagnée d’une hyperphagie et du développement de
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I’obésité [66]. Ainsi, la disparition des neurones Pomc consécutive a la perte de 7hx3 ne
refléte pas une perte neuronale, mais plutot une altération de 1’identité moléculaire de ces
neurones, notamment a travers une dérégulation de 1’expression des génes neuronaux du
systéme de la mélanocortine [66]. Ces résultats suggerent que 7hx3 joue un rdle clé non
seulement dans la différenciation des neurones de la satiété, mais également dans le
maintien de leur identité postmitotique a 1’age adulte [66].

Evidemment, il n’y a pas que 7hx3 qui est important dans la direction des
progéniteurs neuronaux de Pomc. D’autres facteurs transcriptionnels tels que Ngn2/3,
Mashl, Isll, Nhlh2, Lhx2 sont également impliqués a différents moments du
développement et du maintien des neurones hypothalamiques. Dans les sections suivantes,
nous verrons avec un peu plus de détails le role principal de ces facteurs aupres des
neurones Pomc. Ensemble, ces facteurs sont tous responsables de 1’identité des neurones

Pomc hypothalamique a différents stades de sa différenciation/croissance cellulaire (voir

figure 4).
Marqueurs de différenciation
hypothalamique
Différenciation
différenciation des neurones Pomc
_migration des progéniteurs neuronaux ----...maturation dela circuiterie | ______
prolifération des progéniteurs neuronaux croissance axonale
E9 E10,5 E14-18 Pé6 P12-18 Neurones Pomc

matures

ISL1 ISL1 ISL1 ISL1 ISL1

Tbx3 ? Tbx3 Tbx3 Tbx3 Tbx3
Mash1 Ngn2/3 Lhx2 Lhx2
Nhlh2

Figure 4: Expression des différents marqueurs de différenciation hypothalamiques des
neurones Pomc selon les différents stades du développement neuronal, chez la souris.

Légende : Schéma inspiré de development of Pomc neurons, Toda C., et al., 2017[28]. Définitions des abréviations : E,
jour embryonique; P, postnatal; Isl1, insulin enhancer protein coding gene; tbx3, T-box transcription factor 3; Mashl,

pro-neural gene; Ngn2/3, neurogenine 2 et 3; Lhx2, Lim homebox 2; Nhlh2, Nescient Helix-Loop-Helix 2.

Neurogenine 2 et neurogenine 3 (Ngn2/3)
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Ngn2 est un excellent marqueur de différenciation neuronale, son expression
peptidique induit la différenciation de neurones a partir de cellules souches pluripotentes
et s'exprime assez tot dans le développement neuronal (E10,5) [67]. Ngn3 joue un rdle
central dans la différenciation des neurones hypothalamiques Pomc en inhibant la
différenciation des neurones Agrp/Npy dans I’ARC, ainsi ce dernier est particuliérement

critique pour la direction des neurones Pomc lors de leur maturation [68].

Mashl1

Le gene Mashl est exprimé au stade précoce de la différenciation neuronale
hypothalamique [69]. L’expression de ce geéne n’est pas directement requise pour
I’expression du neuropeptide Pomc [69]. Cependant, les souris déficientes pour Mashl
présentent une diminution marquée du nombre de neurones Pomc matures, suggérant que

Mashl1 agit en amont dans la cascade de différenciation neuronale [69].

Isl]

Isl1 est un facteur de transcription important pour la différenciation terminale des
neurones Pomc [70]. Ce geéne est requis pour I’expression Pomc au stade embryonnaire
chez la souris en plus d’étre requis pour son expression a 1’age adulte [70]. L’équipe de
Nasif S., et al. (2015) a évalué le role fonctionnel d’/s// dans les neurones Pomc. En
utilisant un modéle murin avec inactivation conditionnelle d’Is// dans les neurones Pomc,
les auteurs ont montré que la suppression d’/s// entraine une réduction significative de
I’expression hypothalamique de Pomc sans affecter l'expression dans I'hypophyse,
indiquant un role spécifique pour Is// dans les neurones hypothalamiques [70]. Sur le plan
physiologique, ces souris développent une hyperphagie et une obésité, soulignant

I'importance d'Is// dans le maintien de I'identité et de la fonction des neurones Pomc [70].

Nhih2
Nhilh2 est un facteur de transcription présent spécifiquement dans les neurones
Pomc de I’ARC hypothalamique [68] et permet I’expression de PC1, I’enzyme responsable

de cliver la protéine Pomc en a-Msh, son absence affecte ainsi la biodisponibilité [28, 68].
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Des études réalisées par Coyle et al., 2002, et par Good et al., 1997 ont montré que les

souris déficientes en Nhlh2 développent de 1’obésité a I’age adulte [71, 72]

Lhx2

Lhx2 est un facteur de transcription qui régule la différenciation cellulaire et la
croissance axonale dans diverses régions du cerveau, y compris 1’hypothalamus [73]. Bien
qu'une ¢étude réalisée par Salvatierra J., et al. (2014), montre que Lhx2 n’est pas
directement impliqué dans I’expression de Pomc, la perte de celui-ci dans la région
hypothalamique cause une altération de sa structure et la région de I’ARC se retrouve
comprimée au niveau ventral [74]. Ainsi, Lhx2 est important pour le développement d’un
environnement adéquat a la différenciation neuronale hypothalamique, y compris les

neurones Pomc [74].

Effets du stress métabolique sur les neurones Pomc :

L’obésité induit un stress métabolique et est souvent associée a de la
neuroinflammation, connue dans la littérature pour affecter particulieérement
I’hypothalamus [55, 56, 75], en plus d’autres régions telles que I’hippocampe et I'amygdale
[76]. Sachant ceci, il est intéressant de se pencher sur les divers métabolites responsables
de causer de I’inflammation, en plus de comment ces derniers pourraient affecter les
neurones. Différentes cellules du systéme nerveux central sont capables d’induire de la
neuroinflammation lorsqu'elles sont activées : on parle ici des cellules immunitaires du
cerveau, telles que les astrocytes [75] et les microglies [56, 75]. De concert avec les
microglies, certains organites cellulaires sont aussi capables de causer de I’inflammation
tels que les lysosomes et les mitochondries [56].

Lorsque la neuroinflammation résulte d'un stress métabolique, plutdt que d'un agent
infectieux, elle provoque un stress mitochondrial chez les neurones de la satiété, ce qui

souligne l'importance d'examiner le role de ces organites [55, 56].

Mitochondries et neuroinflammation
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I a été report¢é qu'une alimentation hypercalorique favorise [’activation
microgliale, permettant de relacher des cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a
[56]. Chez la souris soumise a une di¢te obésogene de longue durée, il fut démontré que
l'activation microgliale est persistante et 1’activité des neurones Pomc est réduite [55]. 11
est connu que le facteur pro-inflammatoire TNF-0, en provenance des microglies, stimule
la fusion mitochondriale des neurones Pomc, en plus de la production d’ATP, pouvant
pousser le neurone dans un état de demande énergétique trop important [56]. Lors d’une
condition de DIO (diete induisant 1’obésité¢), la stimulation de TNF-a devient constante,
causant une demande énergétique chronique aux neurones par 1’augmentation de I’activité
des mitochondries [56].

De fagon plus indépendante, les mitochondries de 1’ensemble du corps sont
¢galement responsables de réactions inflammatoires par la production de réactif d’oxygene
(ROS). L’exces de ROS est connu pour favoriser une accumulation de masse adipeuse
favorisant 1’apparition du diabete de type II [77]. Plus particuliérement, au niveau des
neurones Pomc de I’ARC, D’activité des neurones est fortement liée a la dynamique
mitochondriale, qui est importante afin de maintenir la balance énergétique et
I’homéostasie du glucose sous I’effet de stress métaboliques [78, 79].

Une étude réalisée par Kang, G.M., et al. (2021), portant sur I’impact du stress
mitochondrial sur I’efficacité des neurones Pomc, dévoile qu’une mutation homozygote
pour Crifl, une protéine mitoribosomale qui coordonne I’insertion de protéine
mitochondriale dans la chaine de transport des électrons, induit I’obésité chez la souris en
plus d’une dérégulation importante du glucose [77]. La principale cause de cette
interruption de I’activité¢ de Pomc serait par la perte de production d’ATP, qui sur le long
terme peut mener a la mort cellulaire [77]. Avec cette découverte, les chercheurs ont été en
mesure de confirmer qu’un stress mitochondrial est aussi capable d’affecter la productivité
des neurones Pomc et de faire apparaitre le phénotype obése. Par la suite, les mémes
chercheurs se sont penchés sur 1I’expression du neuropeptide Pomc lors de mutation pour
Crifl. 1l est important de se rappeler que le neuropeptide Pomc est un long peptide qui a
besoin d’étre clivé afin d’étre en mesure d'interagir avec ces récepteurs sur ses cellules
cibles (figure 2). Plus particulierement, dans le contexte homéostatique, c’est la portion a-

Msh qui transmet le « message » de la satiété aux neurones secondaires. Avec leurs
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résultats, les chercheurs ont découvert qu'une mutation partielle de Crifl augmente les
niveaux de B-endorphine (effet orexigene) alors que les niveaux de a-Msh sont réduits [77].

Ainsi, il semble donc évident qu’un stress mitochondrial des neurones Pomc
influence directement la production de la portion anorexigéne du neuropeptide et ainsi

altére sa fonction dans la régulation de la balance énergétique.

Résultats contradictoires : apoptose des neurones Pomc en situation de stress métabolique

vs vrai suivi de lignée cellulaire Pomc :

Les changements physiologiques qu’un stress métabolique prolongé peut induire
semblent perdurer. Les neurones de la satiét¢é Pomc sont connus pour devenir
dysfonctionnels dans une situation d’obésité prolongée, alors que leur nombre chute de
25% a 50% [55, 56]. Cette perte neuronale diminue la capacité de 1’organisme a ressentir
la satiété et a dépenser de I’énergie, aggravant la situation d’obésité et amoindrissant les
chances de succes d’une intervention de perte de poids. Le concept actuellement accepté
est que la disparition de 25% a 50% de ces neurones Pomc dans une situation d’obésité
prolongée est causée par I’apoptose [55-57].

En utilisant des souris transgéniques, mon laboratoire d’accueil a fait un suivi de
lignée neuronale Pomc et en validant la production active du neuropeptide Pomc par
immunofluorescence et ils ont obtenu des résultats qui remettent en question ce concept
(voir figure 5). En effet, leurs expériences préliminaires indiquent plutdt que, dans une
situation d’obésité prolongée, une portion importante des neurones Pomc considérés
disparus subissent plutot un changement phénotypique de leur profil de

neurotransmetteurs.
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Figure 5: Suivi de lignée cellulaire Pomc in vivo.

Légende : les souris ont été placées sur 6 mois de diete HFHS (metabolic stress), ou sur diete controle (low stress). A,
image de microscopie montrant la différence entre 1’expression du neuropeptide Pomc (rouge) et la présence des neurones
identitaires Pomc (vert) pour les deux groupes de souris, la colocalisation entre le neuropeptide et la lignée cellulaire est
illustrée en blanc. B, différence entre le nombre de neurones identitaire Pomc et différence entre le nombre de neurones
exprimant le neuropeptide Pomc pour les deux groupes de souris, on remarque une diminution de 25% de 1’expression

du neuropeptide Pomc, mais aucune différence significative entre le nombre de neurones identitaire Pomc.

Ce résultat supporte la théorie de respécification des neurones a 1’age adulte de
Spitzer et al, 2017-2020 [80, 81]. Selon leurs résultats, une stimulation chronique des
neurones force certains d’entre eux a modifier leur fonction primaire, probablement afin
d’en assurer leur survie.

Le processus, nommé « respécification » est un phénomene biologique dépendant
de I’activité qui consiste en un changement des capacités sécrétoire d’un neurone et
représente une couche additionnelle de plasticité neuronale [80, 82].

En s’appuyant sur ces résultats préliminaires, mon projet de maitrise a été ¢laboré
afin d’approfondir la « disparition » des neurones Pomc, nous y reviendrons d’ailleurs dans
la section : Hypothéses. Avant de s’y rendre, dans les prochaines sections nous discuterons
plus en détail de la plasticité neuronale, du phénomeéne émergent de la respécification en

terminant avec la neurogenése.
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I11. Plasticité dans le cerveau

La plasticité neuronale consiste en la capacité du systéme nerveux a modifier sa
structure et son fonctionnement en réponse a certains stimulus de I’environnement. Ce
phénoméne permet au cerveau d’apprendre et de développer de nouvelles compétences en
plus de s’adapter aux changements. Le but de cette section est d’introduire les concepts
connus de la plasticité neuronale afin de mettre la table pour la respécification et la

neurogenese.

Formes de neuroplasticité connues : les changements de connexion synaptique, la

création de nouvelles synapses

Un des aspects fondamentaux de la neuroplasticité est la capacité des synapses a
modifier leurs connexions (nombres) ou a moduler leur excitation (force) [83]. Le concept
de la plasticité synaptique suggere que le renforcement ou I’affaiblissement des connexions
synaptiques existantes, ainsi que la formation de nouvelles synapses sont des mécanismes
clés dans I’apprentissage [84]. Lorsque le cerveau est exposé a divers stimuli, la force de
transmission synaptique peut étre modulée, ce qui conduit & un changement de la
dépolarisation neuronale associ¢ a des changements structurels des dendrites et des circuits
neuronaux [84].

Un bon exemple de plasticité synaptique est la potentialisation a long terme :
I’activation répétée d’une synapse peut mener a I’augmentation de sa force, ce qui rend la
communication entre ces neurones plus faciles a I’avenir [85].

I1 existe aussi deux autres aspects de neuroplasticité étant cruciaux pour mes études.
Un premier est la respécification de 1’expression des neurotransmetteurs. Nous verrons
dans la section I'V : Respécification, plus en détail ce qu’est la respécification. Le second
est le potentiel de neurogenese au niveau de 1’hypothalamus. Cet aspect sera abordé dans

la section V : Neurogeneése.



IV. Respécification

Qu’est-ce que la respécification ?

La respécification neuronale est un phénomeéne qui consiste en la reconfiguration
d’un neurone, soit par la perte de I’expression de son neurotransmetteur, le gain de
I’expression d’un nouveau transmetteur ou la permutation de neurotransmetteurs [80, 81].
Ce phénomene provient d’un stimulus externe (environnement) causant ainsi la perte de
fonction initiale et/ou le gain d’une nouvelle fonction pour le neurone en plus de I’adoption
d’un nouveau phénotype/comportement différent pour 1’individu [80].

Au niveau moléculaire, la respécification est médi¢e par différents facteurs tels que les
cytokines TGF-B et IL-6 [86], des facteurs de croissance [87], des facteurs de

transcriptions [87], des microARN [88], en plus de mécanismes €épigénétiques [89].

Acquisition et
consolidation

d’'un nouveau
phenotype

01 02 03 04

Figure 6 : Description des évenements engendrant la respécification d’un neurone.

Légende : Les processus biologiques engendrant la respécification des neurones sont les suivants [80] :
1) Suractivation chronique du neurone
2) Induction de processus biologiques secondaires
3) Modification des facteurs génétiques « identitaires » (pouvant entre autres étre régulés par des cytokines [86],
des facteurs de croissance [90], des facteurs de transcriptions [87], des facteurs épigénétiques [89] ou bien
encore par I’intervention de microARN [88])

4)  Acquisition et consolidation d’un nouveau phénotype de neurotransmetteurs.

Il est d’ailleurs connu que les hormones peuvent influencer la respécification
neuronale. Un exemple de ceci est I’effet de la prolactine, ’hormone responsable de la
production de lait lors de la lactation, qui est entre autres capable de favoriser sa propre
sécrétion en provoquant la permutation des neurotransmetteurs des neurones
hypothalamiques sécrétant normalement de la dopamine (TiDa), inhibiteur de la prolactine

[91]. En situation non gestationnelle, les neurones TiDa hypothalamiques régulent la



sécrétion de prolactine par la sécrétion de la dopamine afin d’empécher un état
d’hyperprolactinémie qui engendrait la lactation [91]. Lors d’une gestation, dans les
derniers mois de la grossesse, les niveaux de prolactine augmentent graduellement,
favorisant ainsi un échange de 1’expression des neurotransmetteurs des neurones, passant
de dopaminergiques a enképhaliques, favorisant I’hyperprolactinémie et permettant ainsi
la lactation [91]. Cet état sera maintenu apres 1’accouchement par I’allaitement et se résorbe
graduellement lorsque celui-ci est réduit, provoquant ainsi le retour de I’expression de la
dopamine par les neurones [91]. Cet exemple démontre que des facteurs périphériques, tels
que la grossesse, peuvent influencer une respécification des neurones hypothalamiques,
capable de modifier I’expression de neurotransmetteur en plus de mentionner que la
respécification est réversible dans certains cas, et ce possiblement plusieurs fois dans la vie
d’un neurone.

Non-lactating Pregnancy Lactation

PRL

y

PRL

Lactotrophs Lactotrophs

Figure 7 : Résumé de la respécification induite par la prolactine sur les neurones TiDa
hypothalamique de la souris.

Légende : figure provenant de 1’article de Yip, et al. (2019) [91]. Lors d’un état non-gestationnel, les neurones
TiDa de I’hypothalamus sécrétent de la dopamine, ce qui empéche la sécrétion de prolactine de la part des

cellules lactotrophes. Lors du dernier trimestre de la grossesse, la sécrétion importante de prolactine en
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provenance du placenta altere le récepteur a la prolactine des neurones TiDa et se voit devenir enképhalique.
Ce changement d’expression de neurotransmetteur désormais enképhalique permet le développement des

lactotrophes et la lactation.

Les facteurs, tels que I’environnement, peuvent entrainer un changement de
comportement et constituent un second exemple connu de la respécification. Da Meng, et
al. (2018) ont démontré que le changement de la photopériode influence le comportement
par I’entremise de respécification neuronale. Chez le rat, des neurones responsables de la
réponse au stress se retrouvent dans le noyau paraventriculaire de I’hypothalamus (PVN)
et ces neurones sont sensibles aux périodes et intensités lumineuses [92]. Lorsque I’animal
est soumis a une photopériode lumineuse de longue durée, celui-ci adopte un
comportement anxieux et ce comportement se résorbe lorsque 1’animal retrouve une
période ou I'intensité lumineuse est réduite en durée [92]. Ceci s’explique du fait que les
neurones responsables de la réponse au stress dans le PVN expriment deux types de
neurotransmetteurs : le glutamate et la dopamine. Lorsque la photopériode lumineuse est
prolongée, ces neurones perdent la capacité d’exprimer la dopamine, mais I’expression du
glutamate reste le méme, ce qui permet 1’activation des neurones corticotrope du PVN,
induisant la réponse au stress et I’adoption du comportement anxieux de 1I’animal [92]. Les
chercheurs démontrent ainsi que ce phénomene peut se produire plusieurs fois dans le cycle
de la vie d’un animal, puisque lorsqu’il y a un retour a une photopériode dite régulicre, ou
I’intensité et la durée lumineuse se résorbent, les neurones du PVN retrouvent leur capacité

d’exprimer de la dopamine et la réponse au stress est inhibée [92].
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Figure 8 : Résumé de la respécification induite par le changement de cycle lumineux sur
les neurones hypothalamiques du PVN.

Légende : adaptation simplifiée provenant de Da Meng, et al. (2018) [92]. Une exposition prolongée a la
lumiére entraine la perte d’expression de DA par les neurones du PVN de I’hypothalamus. Cette perte de DA

se traduit par une augmentation du comportement anxieux.

Un dernier exemple de respécification concerne des situations ou l'identit¢ des
neurotransmetteurs exprimés peut €tre modifiée de maniére irréversible en réponse a
l'activité €lectrique [82, 93]. En étudiant le développement embryonnaire des Xenopus
laevis, 1’équipe de Borodinsky et al. (2004), se sont penchés sur les effets de l'activité
¢lectrique et son influence sur l'identité des neurotransmetteurs exprimés par les neurones
avant la formation des synapses. En modifiant I’activité des relaches de calcium, soit en la
supprimant, soit en l'augmentant, les chercheurs ont constaté que certains neurones
changeaient leur phénotype de neurotransmetteur (c’est-a-dire le type de neurotransmetteur
produit et libéré) de manicre durable. Par exemple, la suppression de l'influx calcique
conduit a une augmentation du nombre de neurones exprimant des neurotransmetteurs
excitateurs comme le glutamate et l'acétylcholine, tandis que l'augmentation de cette
activité favorisait I'expression de neurotransmetteurs inhibiteurs tels que le Gaba et la
glycine [93]. Ces changements, une fois établis, sont restés stables méme lorsque l'activité
neuronale a été modifiée ultérieurement, suggérant une respécification irréversible pendant
une période critique du développement [93]. Ces résultats soulignent 1'importance des

périodes critiques dans le développement neuronal, ou l'activité électrique peut induire des
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changements permanents dans l'identité¢ des neurotransmetteurs. Avec ce dernier exemple,
on comprend que la respécification peut survenir de fagon précoce lors du développement

neuronal et qu’il y a des situations ou la respécification est réversible et d’autres non.

Mécanismes de la respécification neuronale

Le phénoméne de la respécification correspond donc au changement d’expression
des neurotransmetteurs pour un méme neurone et peut étre déclenché par une stimulation
chronique (en provenance de I’environnement), mais peut également étre déclenché dans
un contexte pathologique [81]. Le changement de neurotransmetteur peut s’accompagner
d’un basculement fonctionnel de la synapse : une synapse initialement excitatrice peut
devenir inhibitrice, et vice-versa [81, 93]. Mais, comment la respécification se produit au
niveau moléculaire?

La transmission de l'information aux synapses repose sur la libération de
neurotransmetteurs par les neurones présynaptiques et leur liaison aux récepteurs des
neurones postsynaptiques. Une stimulation des neurones cause la relache de
neurotransmetteurs par les terminaisons nerveuses dans la fente synaptique [94]. Il s’en
suit de la dépolarisation membranaire et I’influx de Ca*>* dans la membrane postsynaptique,
activant une variét¢ de changements moléculaires, tels que la phosphorylation de sites
moléculaires [94]. Ces changements moléculaires peuvent causer des modifications sur
I’expression de protéines en agissant entre autres sur la traduction des ARNm et engageant
I’expression de facteurs de transcriptions modifiant 1’expression génétique, engendrant la
respécification des neurotransmetteurs [82, 94]. Cependant, ce n’est pas tres clair comment
une réponse chronique peut induire ces changements qui favorise la maintenance d’une
nouvelle identité neuronale.

Sachant ceci, on pourrait alors croire que la respécification se produit dans les
neurones postsynaptiques seulement. Cependant, elle peut se produire autant dans les
neurones présynaptiques que dans les neurones postsynaptiques [82, 93].

Une étude sur la respécification neuronale chez X. Laevis suggere que la
respécification neuronale serait physiologiquement impossible sans des changements
correspondants dans l'expression des récepteurs des neurones postsynaptiques [82]. Si ce

n’était pas le cas, la communication entre les neurones serait bloquée puisque les récepteurs

40



postsynaptiques, n’exprimant pas les nouveaux récepteurs appropriés, empéchaient la
transmission synaptique du nouveau neurotransmetteur [82]. Ainsi, une certaine forme de
communication entre les deux neurones doit exister. A la jonction neuromusculaire de X.
Laevis, les synapses sont cholinergiques et libérent de 1’acétylcholine afin d’activer les
récepteurs nicotiniques postsynaptiques [82]. Cependant, les cellules musculaires
embryonnaires de X. Laevis expriment avant l'innervation (donc la maturation des
connexions synaptiques), non seulement des récepteurs a 1’acétylcholine, mais aussi au
glutamate, au Gaba et a la glycine [82]. Du c6té des neurones spinaux embryonnaires, la
modulation de 'activité calcique entraine des ajustements paralleles dans 1'expression des
récepteurs musculaire en devenir [82]. Il est important de comprendre qu’au stade
embryonnaire, la maturation des synapses n’est pas a terme et que le déclenchement d’un
influx calcique est spontané, c’est-a-dire qu’il provient des neurones embryonnaires eux-
mémes. Cependant cette activit¢ modifie les neurotransmetteurs que ces neurones
exprimeront et influence aussi, indirectement, I'expression des récepteurs postsynaptiques.
Dans les neurones spinaux embryonnaires de X.Laevis, une augmentation de la fréquence
des influx calciques favorise 1'expression de récepteurs pour Gaba et la glycine, tandis que
leur suppression stimule I'expression de récepteurs pour 1'acétylcholine et le glutamate [82].
L’activité neuronale est ainsi essentielle a la formation de synapses fonctionnelles, en

déterminant la classe synaptique [82].
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V. Neurogenese

Qu’est-ce que la neurogenése ?

En soi, la neurogenése est la formation de nouveaux neurones matures a partir de
cellules souches neurales [95]. Chez la souris, la neurogenése se produit & deux stades
précoces du développement, le premier durant la période embryonnaire (E7 a E18.5) et le
dernier stade se produit durant la période postnatale pour certaines régions du cerveau [96].

La neurogenese a 1’age adulte, donc la formation de nouveaux neurones matures
lorsque le cerveau n’est plus en développement, est un concept ne faisant pas I’unanimité
en dehors de I"hippocampe, mais de plus en plus émergent en neuroscience. Malgré la
controverse entourant la neurogenese postdéveloppement [97, 98], certaines zones du
cerveau sont bien connues et acceptées pour €tre des niches importantes de cellules souches
neurales capables de différenciation dans un cerveau mature. Ces zones sont : la zone sous-
ventriculaire antérieure du cerveau et la zone sous-granulaire du gyrus denté de
I’hippocampe [99-113].

Pourtant, dans des études plus récentes, I’hypothalamus a été révélé comme niche
de cellules souches neurales [114-118]. Ainsi, si de nouveaux neurones peuvent &tre
générés dans I’hypothalamus d’un cerveau mature, ceux-ci pourraient influencer les
processus homéostatiques responsables du controle de la masse corporelle en participant
positivement ou négativement a 1’obésité.

Il est important de mentionner que la majorité des études sur la neurogenese dans
un cerveau mature ont utilis¢ la bromodeoxyuridine (BrdU) in vivo, une molécule
s’incorporant dans I’ADN des cellules en division, permettant de les marquer durablement
afin de les suivre [119]. Bien que cette méthode permette 1’identification de nouvelles
cellules, le marquage au BrdU ne permet pas de suivre I’important réservoir de cellules
multipotentes possédant la capacit¢ de se différencier en neurones et autres types
cellulaires, sans recourir a la division cellulaire [119, 120]. En effet, lors de la division
asymétrique des cellules souches neurales, des cellules progénitrices de neurones sont
créées; elles n’entament toutefois pas nécessairement leur processus de maturation
immédiatement. Ces cellules peuvent demeurer présentes dans le parenchyme pendant une

période prolongée en attendant le signal qui provoquera leur maturation en neurones. Ainsi,



dans une étude utilisant le BrdU simultanément a un stimulus particulier, ces progéniteurs
neuronaux ne seront pas marqueés.

Bien que de plus en plus d’études supportent que la neurogenése soit sujette a se
produire dans I’hypothalamus afin de satisfaire la régulation de la dépense énergétique
[114, 116, 118], elle ne fait pourtant pas consensus [98, 118]. Comme présenté dans les
sections précédentes (I-IV), I’ARC hypothalamique est la région responsable de la
régulation de la balance énergétique et de I’homéostasie du métabolisme.

De facon intéressante, la régulation de la neurogenese dans I’ ARC serait sensible
aux ¢états métaboliques. En effet, les dictes obésogenes et les restrictions caloriques
pourraient avoir une action activatrice ou inhibitrice sur la neurogenése postnatale
hypothalamique dans le but de raffiner leur action sur la balance énergétique.

Une étude réalisée par Son, J.E., et al .(2021), s’est penchée sur le role des génes
Irx3 et Irx5, connus pour étre déterminant dans I’obésité, a démontré que les souris
doublement hétérozygotes pour une mutation de ces geénes avaient une diminution de leur
consommation alimentaire et une augmentation de la réponse a la leptine hypothalamique
[121]. Avec une technique de suivi de lignée cellulaire, les chercheurs ont aussi démontré
que les genes Irx3 et Irx5 sont grandement exprimés dans une population de cellules
souches radiales de type gliales. Ainsi une réduction de 1’expression de /rx3 et Irx5 favorise
la neurogenése postnatale dans I’hypothalamus, les nouveaux neurones générés sont
majoritairement positifs au signal de la leptine, entrainant la diminution de la prise
alimentaire [121].

Les découvertes de cet article sont en accord avec des études pionnieres de Kokoeva
et al. (2005 et 2007), qui démontrent la présence de cellules neurales prolifératives dans
I’hypothalamus murin postnatal [ 114, 115]. Entre autres, les chercheurs ont étudié les effets
de I’administration du facteur neutrophique ciliaire (CNTF) connus pour causer une perte
de poids, mais dont le mécanisme n’était pas documenté. L’administration de CNTF
causerait la prolifération cellulaire dans les régions hypothalamiques responsables de la
prise alimentaire [114]. De ces nouvelles cellules, plusieurs expriment des marqueurs
neuronaux. Afin de déterminer si les nouveaux neurones sont impliqués dans la régulation
de la balance énergétique, les chercheurs ont utilisé un anticorps pour STAT3 phosphorylé,

un composant provenant de la cascade de signalisation de 1’activation des récepteurs a la
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leptine de I’hypothalamus. Cette signalisation est donc connue pour étre essentielle a la
régulation de I’équilibre énergétique par I’hypothalamus. A la suite de leur marquage pour
STAT3 phosphorylé, Kokoeva et al. (2005), ont trouvé que plusieurs des nouveaux
neurones générés suivant I’administration de CNTF étaient positifs pour STAT3
phosphorylé, indiquant que ceux-ci sont impliqués dans le controle de la balance
énergétique [114].

Dans une seconde étude, I’équipe de Kokoeva et al. (2007) utilise cette fois-ci le
BrdU pour étudier la neurogenese. Avec cette technique, les chercheurs ont démontré que
de nouvelles cellules sont générées de fagon continuelle dans I’hypothalamus murin
postnatal et que de ce nombre, plusieurs sont positifs a 1’expression de marqueurs
neuronaux [115]. Ce qui est particulicrement intéressant de cet article, c’est que les
chercheurs montrent que les nouvelles cellules hypothalamiques marquées au BrdU (y
compris les nouveaux neurones) se retrouvent au niveau du parenchyme [115], ciblant ainsi
une zone d’intérét.

Finalement, une étude de Pierce A.A et al. (2010), montre 1’importance de la
neurogenese dans 1’hypothalamus lors d’une perte de fonction progressive des neurones
Agrp. Sommairement, leurs travaux montrent que les neurones importants pour
I’homéostasie du métabolisme énergétique peuvent étre générés a 1’age adulte lors de
conditions neurodégénératives [116]. Les chercheurs ont utilisé des souris mutantes pour
I’expression d’ Agrp (Agrp-Tfam) et ont quantifié¢ le nombre de cellules prolifératives dans
I’hypothalamus de ces souris comparativement a des souris contrdles. Ils ont remarqué que
la dégénération des neurones Agrp dans I’ARC causait une augmentation de la prolifération
cellulaire dans cette région comparativement aux souris controles [116]. Ils ont également
voulu identifier I’identité des nouvelles cellules par double immunofluorescence avec un
marqueur de prolifération (le PCNA, qui marque les cellules actives dans le cycle
cellulaire), et différents marqueurs des neurones responsables de la faim ou de la satiété,
dont Agrp et Acth (marqueur pour les neurones Pomc) en plus d’un marqueur pour les
cellules qui répondent a la leptine (pSTAT3). Selon leurs résultats, parmi les nouvelles
cellules générées, on y retrouve des neurones Agrp (7.2 a 11.8%), des neurones Pomc
(9.3%) ainsi qu’une population cellulaire répondant également a la leptine (22.6%) [116].

Il est important de mentionner que chez les souris Agrp-Tfam, le processus de
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neurodifférenciation semble avoir un effet protecteur sur le poids corporel et la prise
alimentaire malgré la dégénérescence d’Agrp, puisque lorsque les chercheurs inhibent la
neurodifférenciation chez ces souris, il se produit une diminution importante de la prise
alimentaire et de la masse adipocytaire alors que ceci ne se produit pas chez les souris
controles [116]. A la lumiére de ceci, la neurogenése dans I’hypothalamus pourrait servir
de mécanisme plastique du systéme nerveux afin de limiter les conséquences métaboliques
lors de dégénérescence ou de débalancement d’une population neuronale.

Egalement, les tanycytes, des cellules gliales spécialisées et logées prés du 3°
ventricule ont été identifiées comme une niche de neurogenese dans 1’hypothalamus, ces
cellules sont sensibles aux états métaboliques et participent au controle de la balance
énergétique [118].

Dans une étude réalisée par Daniel Lee et al. (2012), les chercheurs voulaient
confirmer si les tanycytes, qui sont connus pour exprimer des marqueurs de cellules
souches tels que Nestin et Notch, sont impliqués ou non dans la neurogenese postnatale.
En utilisant un marquage au BrdU, les chercheurs ont quantifi¢ I’apparition de nouvelles
cellules dans I’hypothalamus de souris matures [ 118]. De fagon intéressante, ils ont observeé
un nombre important de nouvelles cellules marquées au BrdU au niveau de la couche
épendymaire a la base du 3° ventricule de I’éminence médiale de I’hypothalamus [118]. En
effectuant un marquage pour différents types cellulaires, les chercheurs ont confirmé
I’identité des nouvelles cellules générées dans cette région comme étant des tanycytes
[118]. Ils ont ensuite voulu savoir si les tanycytes jouent un role neurogénique. Pour ce
faire les chercheurs ont effectué un suivi de lignée cellulaire pour les tanycytes en marquant
les cellules exprimant Nestin de fagon permanente grace a un modele de souris
transgénique inductible par le tamoxiféne (Nestin-CreERT2;YFP) et en couplant cette
technique avec de I’immunofluorescence pour des marqueurs neuronaux [118]. Selon leurs
résultats, les tanycytes sont hautement neurogénique.

Toutes ensemble, ces découvertes soulignent que I’hypothalamus est une structure
du cerveau hautement plastique et que celui-ci adopte des mécanismes dynamiques, dont

la neurogenése, pour réguler la balance énergétique [116].
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Hypotheses

Ma recherche s’est divisée en deux projets portant sur la plasticité neuronale

hypothalamique. Dans cette section, deux hypotheses seront ainsi présentées.

I : Respécification dans 1’hypothalamus

Sachant que la respécification neuronale se produit lorsqu’un stimulus chronique
est appliqué sur des neurones, notre équipe s’est penchée sur la possibilité qu’un stress
métabolique prolongé qui active les neurones Pomc, induise la respécification du

neurotransmetteur Pomc produit par les neurones Pomc.

POMC neuron

obesity/
‘ metabolic stress

I \
| |
| REPLACEMENT ;

Figure 9 : Schématisation de I’hypothése qu’un stress métabolique cause la
respécification des neurones Pomc hypothalamique.

Légende : la suractivation constante des neurones Pomc par un stress métabolique, comme 1’obésité, entrainerait la
respécification de ceux-ci. Les neurones subiraient un changement de neurotransmetteur causant soit la perte du

neuropeptide Pomc ou le remplacement de celui-ci par un nouveau neuropeptide (non identifi¢).

Dans la littérature, I’expression du facteur transcriptionnel 7hx3 est connue pour
étre essentielle dans le maintien des neurones hypothalamique de la satiété [66]. La perte
de l'expression de 7hx3 dans les neurones Pomc n’affecte pas la survie de ceux-ci, mais

plutot la capacité d’expression du neuropeptide Pomce par ces mémes neurones [66].



Ainsi nous apportons I’hypothése que le stress métabolique prolongé induit par
I’obésité engendre la respécification des neurones Pomc et que cette respécification est
probablement favorisée par la perte de 1I’expression du facteur 7hx3.

Afin de répondre a notre hypothése, nous avons évalué in vitro, par culture
cellulaire immortalisée, primaire et organotypique les conséquences d’un stress
métabolique dans les neurones Pomc sur leur profil d’expression de neurotransmetteur, ce
qui jusqu’a ce jour n’a jamais ét¢ déterminé. Accompagnés par des techniques d’imagerie
a fluorescence et par I’analyse d’expression génétique, nous voulons tenter de résoudre le
manque d’information sur la respécification des neurones Pomc.

Mieux comprendre comment le cerveau s’adapte a I’obésité pourrait nous permettre
de révéler comment il réagit face a la perte de poids et comment il serait possible de
favoriser sa maintenance, en plus d’établir les nouveaux processus moléculaires non
connus du cerveau. Egalement, éclaircir ces mécanismes pourrait potentiellement offrir une
nouvelle cible thérapeutique afin de guérir la maladie plutdt que de traiter les symptomes

de maniére continue.

IT : Neurogenese dans I’hypothalamus

La neurogenese dans le cerveau adulte demeure un sujet de controverse, bien que
les zones sous-ventriculaire et sous-granulaire de 1’hippocampe soient largement
reconnues comme des régions ou la neurogenese se produit dans un cerveau mature.
Cependant, 1’hypothalamus, une région dotée d’une grande plasticité, pourrait également
étre une région ou la neurogenese est toujours active a I’age adulte [114-116]. Nous
émettons 1’hypothése que les habitudes de vie pourraient favoriser 1’apparition de
nouveaux neurones a 1’age adulte et que ces derniers pourraient avoir un impact significatif
sur la régulation du poids corporel. Les études antérieures n’ont pas permis d’établir un
consensus sur les effets d’une di¢te obésogene sur la neurogenese [98]. Celle-ci pourrait
étre soit inhibée, soit activée sous I’effet d’un régime riche en lipides. Cette ambiguité
pourrait s’expliquer par les variations méthodologiques dans I’étude de la neurogenése,

notamment 1’utilisation de BrdU comme marqueur [98].
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Le BrdU est un analogue de la thymidine qui s'incorpore dans I'ADN lors de la
synthése de celle-ci. Cependant, elle peut également s'intégrer dans 'ADN durant des
processus de réparation ou d'apoptose, ce qui complique l'interprétation des résultats et
l'identification précise de la prolifération cellulaire [122, 123]. Il est également possible
que des progéniteurs dans I'hypothalamus attendent des signaux appropriés pour se
différencier, et que ces cellules ne procédent pas a la division cellulaire avant leur
différenciation. Dans ce cas, I'approche de marquage des cellules progénitrices par BrdU
ne serait pas efficace. En ce sens, I’article de McNay, D.E et al. (2007), souligne un
remplacement des neurones de I’ARC hypothalamique : apres avoir marqué au BrdU les
cellules progénitrices du Noyau Arqué de souris au stade embryonnaire, les chercheurs
sont venus suivre 1’évolution des cellules BrdU+. De 4 a 12 semaines apres la naissance,
le nombre de cellules BrdU+ était réduit de 63% et pourtant le nombre de cellules totales
de PARC ¢était inchangé [117]. Ces résultats suggeérent qu'une fraction importante des
neurones est renouvelée par de nouvelles cellules (turnover). L'ampleur de ce
renouvellement n'est toutefois pas observable dans les études ou des souris adultes sont
traitées au BrdU, suggérant que le renouvellement est fortement li¢ a la différenciation
tardive de progéniteurs, plutdt que par une division asymétrique de cellules pluripotentes.

Afin de nous assurer d’avoir un modele convenable pour I’identification de la
neurogenese, nous avons décidé de faire un suivi de lignée cellulaire pour les cellules
exprimant un marqueur de multipotence : le marqueur Sox2. En utilisant un mod¢le de
souris transgénique permettant d’induire de la fluorescence dans les progéniteurs
pluripotents du cerveau, nous pensons étre en mesure de suivre la population multipotente
de I'hypothalamus ainsi que leur devenir. Plus de détails seront fournis sur le choix et le

fonctionnement de ce modéele murin dans la section: Explication du modéle.

Notre hypotheése pour ce projet est que la neurogene¢se hypothalamique peut
influencer 1'équilibre énergétique, en fonction de la nature des nouveaux neurones générés.
Mon réle dans ce projet est d'établir les bases de 1’approche en validant d’abord le modele
de souris transgénique permettant de faire un suivi du réservoir de cellules Sox2+, puis
d’obtenir des résultats préliminaires montrant la preuve de neurodifférenciation a 1’age
adulte, selon différents contextes métaboliques, tels que des régimes riches en sucre et en

gras, la restriction calorique et I'activité physique.
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Ces étapes sont cruciales afin de mettre sur pied les détails techniques qui vont

permettre 1’étude de la neurodifférenciation hypothalamique.
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Chapitre 1 : Respécification des neurones Pomc

L'expression du facteur transcriptionnel 7bx3 est essentielle pour le maintien des
neurones Pomc dans I'hypothalamus. Sa perte provoque une prise de poids et une
perturbation de 1'identité neuronale, sans affecter la survie des neurones. Afin d’étudier ce
phénomene plus en détail, deux axes de recherche ont été déployés :

- Un axe in vitro : employant différentes techniques de culture cellulaire afin de

causer une suractivation et d’utiliser des analyses d’expression génétique.

- Un axe in vivo : employant des souris transgéniques pour lesquelles il nous sera
possible de suivre les neurones Pomc+ des la naissance et d’évaluer leur devenir
lors d’une suractivation neuronale spécifique.

Dans les prochaines sections de ce chapitre, nous élaborerons les méthodes, les résultats

ainsi que I’analyse de ces derniers sur notre compréhension de I’adaptation neuronale face

a Iobésité.

I. Méthodes

Culture cellulaire de neurones POMC immortalisés
Les cellules immortalisées Pomc hypothalamiques de souris C57Bl/6 males adultes
mHypoA-POMC/GFP-2 (CLU501) de chez Cedarlane sont mises en culture dans du média
DMEM a 25mM de glucose enrichi de 10% de sérum bovin feetal (FBS) et 1% de solution
de mélange antibiotique pénicilline/streptomycine puis sont maintenu dans un
environnement a 37°C avec 5% CO2. Pour le maintien de la culture, les CLU501 ont été
passées lorsque la confluence atteignait le 70 a 90 % avec un ratio 1:4 de trypsine EDTA
0,25%.

Suractivation au KCI
Aprés un passage, les CLU501 ont été mises en culture dans des plaques de 24 puits
(Sarstedt 83.3922) avec 50 000 cellules/puits. Pour la suractivation, des solutions de
25mM, 50mM ou bien 75mM de KCI (Sigma-Aldrich P5405-250G, lot : SLCC9757) ont



¢été ajoutées au DMEM régulier (25 mM glucose, 10% de FBS non inactivé et 1%
d’antibiotique), pendant des périodes de 6h, 24h et 48h.

Analyse de la viabilité cellulaire (LDH Assays)

L’analyse de la viabilité cellulaire des CLU501 a la suite de la suractivation au KCI1
a été effectuée a I'aide du cyrotoxicity Detection KitPlus (LDH), de Roche (cat #
11644793001 Roche, Indianapolis, USA) en suivant le protocole fourni par le fabricant.
Le média des cellules a été récolté apres 6h, 24h et 48h pour les différentes concentrations
de KCI (25mM, 50mM ou 75mM) puis centrifugé afin d’éliminer le plus possible de débris
et de cellules. La concentration de LDH a ét¢ mesurée par colorimétrie a 490 nm. Comme
contrdle de mort cellulaire totale, le média de CLU501 exposé a du Triton-X pour les

mémes périodes fiit utilisé. Les pourcentages de cytotoxicité ont été calculés via Excel a

valeur expérimentale — blank

x 100.

I’aide de la formule suivante : Cytotoxicité (%): ,
high control — blank

Analyse quantitative des génes exprimés dans les CLU501
L’ARN total a été isolé des CLUS01 en culture et traité avec du KCI avec le kit (AurumTM
total RNA mini kit). Ensuite I’ ARN total a été transcrit en ADN complémentaire avec le kit
iScript RT supermix (Biorad). Les analyses Real-time PCR ont ¢été effectu¢ avec une
machine BIO RAD CFX connect Real-time System. Le géne pour Hprt a été utilis€é comme
gene de référence. Le programme PCR est le suivant: 95°C 2 min, 40 cycles de 95°C
pendant 5 s, 55°C pendant 15 s avec lecture de plaque et analyse subséquente de la melting
curve. Les données sont les moyennes de 3 répliques indépendantes. L’expression relative

de chaque géne a été calculée avec la technique du AACt.

Genes company Primer F Primer R

Pome IDT technology | GGAGAGAAAGCCGAGTCACAA GGAGGGACCCCGTCCTGT
Thx3 IDT technology | GTTCCACATCGTCAGAGCCA GCTGGAGGACTCATCCGAAG
Ngn2 IDT technology | CAATCACAATAGACAGCGGCG TCTCCTTAAAACCCCGAAGCC
Ngn3 IDT technology | AATTTACTCCAGGCGAGGGC ATGAGGCGCCATCCTAGTTC
Isl] IDT technology | AACCCAACGACAAAACTAATATCC TAGAGCCTGGTCCTCCTTCT
MC4R IDT technology | CCCGGACGGAGGATGCTAT TCGCCACGATCACTAGAATGT
CART IDT technology | CCCGAGCCCTGGACATCTA GCTTCGATCTGCAACATAGCG
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Ascll- IDT technology | ATGGACTTTGGAAGCAGGATGG

GAAGGTGCCCCTGTAGGTTG
Mashl
HPRT IDT technology | TCAGTCAACGGGGGACATAAA GGGGCTGTACTGCTTAACCAG
Nhih2 IDT technology | TTCCACCATCTCCAGGCTAAA CAAGGAGGAGAGATCCTTGTGG
Lhx2 IDT technology | CTGTTCCACAGTCTGTCGGG CAGCAGGTAGTAGCGGTCAG

Tableau 2: liste des amorces utilisées pour I’analyse quantitative des genes exprimés
dans les CLU501.

Modeéle murin expérimental pour la culture hypothalamique primaire

Cre/+ eGFP/+

Les souris Pomc™~"™" ont été crois¢ avec des souris Pomc afin d’obtenir une lignée

CRE/CGFP 1 o5 colonies de souris ont été maintenues a I’interne

murine hétérozygote Pomc
par reproduction des souris Pomc ™" ; Pomc®™" et Pomc* ™" Pomc*S™™", Les souris ont
¢té maintenues entre 20 et 24°C sur un cycle d’exposition a la lumiére de 12 :12 avec un
acces constant a de ’eau fraiche et de la nourriture réguliere. L’état de santé général des
souris a été vérifié régulierement (déshydratation, fatigue et posture). L’age et le nombre
de souris analysés pour chaque expérience sont détaillés dans les 1€gendes des figures. Le
protocole éthique animal approuvé par le Comité de Bons Soins aux Animaux de ’'UQTR

est AF4.

Culture primaire hypothalamique

Les souriceaux issus de la génération de souris PomcCRECHP

ont été sacrifiés par
décapitation au 3° jour apres la naissance. Le cerveau a immédiatement été recueilli dans
du média Leibovitz's L-15 Medium (Gibco™; 11415064). Les tissus hypothalamiques ont
¢été dissouts dans une solution de 4,5 U/ml papaine (Worthington; LS003120) et de 200
U/ml DNAse (Worthington; LS006333) et récupérer sur des lamelles traitées avec 0,01%
de poly-L-lysine (Millipore Sigma; P4707-50ML). Les cellules sont incubées a 37°C avec
5% de COz dans 1,5 ml de média Neurobasal (Gibco™; 10888022) supplémenté de B-27
50X (Gibco™; 17504044), Glutamax 100X (Gibco™; a1286001), solution antibiotique de
pénicilline et streptomycine 100X, 2% de FBS) pendant 4 jours avant d’ajouter 1.5 pul de
Cytarabine 2mM (Millipore Sigma; C1768-100MG) afin d’inhiber la croissance de cellules

non neuronale. Finalement les neurones incubent pour une durée totale de 7 jours avant la

suite des manipulations et avant d’avoir un changement de demi-milieu.
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Microscopie de la culture primaire pour visualisation de la eGFP
Les images ont été capturées avec un microscope confocal Leica SP-8, équipé d’une lentille
a I’huile x40/1.30. L’intensité des lasers pour DAPI et GFP (eGFP) était les mémes pour
tout le processus de prise d’image avec une résolution de 512 x 512 et une vitesse de
numérisation de 400 ms. Les projections maximales ont été réalisées par 1'utilisation du
logiciel d’imageries FI1JI (National Institutes of Health). Les images ont été¢ éditées dans
FIJI en ce qui concerne la luminosité et le contraste. Les parametres ont été appliqués de
maniere égale a toutes les images. La colocalisation avec DAPI et GFP a été confirmée de

facon qualitative par observation de la fluorescence eGFP.

Analyse quantitative des génes exprimés dans la culture primaire
hypothalamique PomcRECFP par RT-qPCR

CREECGFP o culture avec le kit

L’ARN total a été isolé des cellules primaires Pomc
(AurumTM total RNA mini kit). Ensuite I’ ARN total a été transcrit en ADN complémentaire
avec de kit iScript RT supermix (Biorad). Les analyses Real-time PCR ont été effectué
avec une machine BIO RAD CFX connect Real-time System. Le géne pour Hprt a été
utilisé comme gene de référence. Le programme PCR est le suivant: 95°C 2 min, 40 cycles
de 95°C pendant 5 s, 55°C pendant 15 s avec lecture de plaque et analyse subséquente de
la melting curve. Les données sont les moyennes de 3 répliques indépendantes.

L’expression relative de chaque gene a été calculée avec la technique du AACt. La liste des

amorces utilisée:

Genes company Primer F Primer R

Pomc IDT GGAGAGAAAGCCGAGTCACAA GGAGGGACCCCGTCCTGT
technology

AgRP IDT AGGGCATCAGAAGGCCTGACCAGG
technology TTGAAGAAGCGGCAGTAGCACGT

NPY IDT TGGCCAGATACTACTCCGCT AGGGTCTTCAAGCCTTGTTCT
technology

GFAP IDT AGAAAGGTTGAATCGCTGGA CGGCGATAGTCGTTAGCTTC
technology

GFP IDT CCACATGAAGCAGCAGGACTT GGTGCGCTCCTGGACGTA
technology

MC4R IDT CCCGGACGGAGGATGCTAT TCGCCACGATCACTAGAATGT
technology

CART IDT CCCGAGCCCTGGACATCTA GCTTCGATCTGCAACATAGCG
technology
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HPRT IDT TCAGTCAACGGGGGACATAAA GGGGCTGTACTGCTTAACCAG
technology

Tableau 3: liste des amorces utilisées pour I’analyse quantitative des genes exprimés
dans les cultures hypothalamiques primaires Pomc®“*",

Modeéle murin expérimental pour la culture organotypique

Cref* ont été croisé avec des souris Pomc*“™" afin d’obtenir une lignée

Les souris Pomc
murine Pomc-Cre;Pomc-eGFP. Les colonies de souris ont ét¢ maintenues a I’interne par
reproduction des souris Pomc™" ; Pomc™" et Pomc®S™* Pomc®S™*. Les souris ont été
maintenues entre 20 et 24°C sur un cycle d’exposition a la lumiere de 10 :14 avec un acces
constant a de I’eau fraiche et de la nourriture réguliere. L’¢tat de santé général des souris a
été vérifié régulicrement (déshydratation, fatigue et posture). L’age et le nombre de souris
analysés pour chaque expérience sont détaillés dans les 1€gendes des figures. Le protocole

¢thique animal approuvé par le Comité de Bons Soins aux Animaux de 'UQTR est AF4.

Modéle murin expérimental in vivo

Cre/+ Sun1sfGFP/+

Les souris Pomc™~"" ont été croisé avec des souris Pomc afin d’obtenir une lignée
murine Pomc-Cre,;Sun-sfGFP . Les colonies de souris ont ét¢ maintenues a I’interne par
reproduction des souris Pomc™" ; Pomc ™" et PomcS"™STOFP/ 5 Pom SunIstGEP 1 eg souris
ont ét¢ maintenues entre 20 et 24°C sur un cycle d’exposition a la lumiére de 12 :12 avec
un acces constant a de 1’eau fraiche, de la nourriture réguliére. L’état de santé général des
souris a été vérifié régulierement (déshydratation, fatigue et posture). L’age et le nombre
de souris analysés pour chaque expérience sont détaillés dans les 1égendes des figures. Le
protocole éthique animal approuvé par le Comité de Bons Soins aux Animaux de ’'UQTR

est AF6.

Infection virale par chirurgie stéréotaxique
Des souris Pomc-Cre;Sun-sfGFP males et femelles agées entre 8 a 10 semaines, de 2
groupes expérimentaux (NaChBac ou CTRL), ont regu une injection bilatérale de 500 nl
de virus AAV2/2-Efla-tfTomato-P2A-mNaChBac ou AAV2/2-Efla-tfTomato
(Neurophotonic Core) au niveau du noyau ARC hypothalamique. Les coordonnées

d’injections virales a partir de Bregma sont les suivantes : AP, -1.5mm; ML, + 0,3mm; DV,
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-5,9mm pour les males et AP, -1.5mm; ML, £+ 0,3mm; DV, -5.8mm pour les femelles. Les
souris ont été suivies pendant une moyenne de 7 jours suivant la chirurgie stéréotaxique
afin d’évaluer tout signe d’inconfort et de douleur en suivant les protocoles éthiques établis
par le comité de bons soins aux animaux de 'UQTR. Les souris ont ensuite été placées
sous di¢te obésogene HFHS (58kcal % en provenance des graisses et du glucose (d12331
Research diet)) ou sur dicte controle (CTRL) pendant 16 semaines, avec suivi de leur poids
corporel et de leur consommation alimentaire, avant euthanasie par perfusion (PFA 4%)
pour ’immunofluorescence ou par décapitation pour extraction des tissus a des fins de

futures analyses transcriptomiques.

Test de résistance au glucose (GTT)
A 16 semaines postchirurgie stéréotaxique, les souris Pomc-Cre;Sun-sfGFP males et
femelles ont été placées a jeun pendant 4 heures avant le début de la procédure. Le niveau
de glucose sanguin basal (t=0) a ét€ mesur¢. Les souris ont ensuite recu un volume de 2g/kg
de solution de D-glucose 20% (0.2g/mL) et leur niveau de glucose sanguin a été mesuré au

temps 0, 15, 30, 60, 120 minutes apres I’injection de D-glucose.

Immunofluorescence de tranches hypothalamiques
Les cerveaux des souris Pomc-Cre,;Sunl-sfGFP males et femelles ont été entierement
recueillis dans du PFA 4% a 4°C pendant 16 heures. Les cerveaux ont ensuite ét¢ transférés
dans une solution de sucrose 30% supplémentée de 0,05% d’azide de sodium pendant au
moins 24 heures. Les cerveaux ont été coupés en tranche de 30um a I’aide d’un cryostat
(Leica CM3050s) a -20°C. Pour la détection de Pomc, un anticorps primaire anti-Pomc
(porcine) (1 :200, Phoenix Pharmaceutival) a été utilis€, la visualisation s’est faite avec un
anticorps secondaire Goat-anti-rabbit Alexa 647 (1 :2000, Cell Signalling Technology). La
détection de C-Fos c’est fait par 1’utilisation de 1’anticorps primaire anti-c-Fos (1 :1600,
Cell Signalling Technology), la visualisation s’est fait avec un anticorps secondaire Goat-
anti-rabbit Alexa 647 (1:2000, Cell Signalling Technology) sur des tranches
hypothalamiques différentes de celles marquées avec anti-Pomc. La fluorescence

provenant de la GFP (endogene) et de tdTomato (virale) ne nécessitait pas de détections
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par anticorps. Les projections maximales ont été réalisées sur FIJI (National Institutes of

Health).

Microscopie confocale pour la validation des injections virales
Les images pour la validation des injections virales ont été capturées par 1’utilisation d’un
microscope confocal Leica SP8, équipé d’un objectif 20x. Les sections de I’ARC
hypothalamique de 8 souris males (4 DV :5.9; 4 DV : 6.0) et de 4 souris femelles (DV :
5.9) ont été capturées de fagon unilatérale de I’antérieur vers postérieur sur une plage d’une
épaisseur totale de 30um. Les intensités des lasers pour les différents canaux furent les
mémes pour tout le processus d’imagerie. Les projections maximales ont €té réalisées sur
FIJI (National Institutes of Health). Pour les images, une dizaine de sections ont été
analysées par animal et une photo a été prise par animal, avec le méme objectif confocal;

une résolution de 1024x1024 et une vitesse de 400ms.

II. Résultats : suractivation in vitro et in vivo

Afin de répondre a notre hypothése que les neurones de la satiét¢é Pomc sont
capables de respécification en situation de stress métabolique, plusieurs techniques ont été
testées et seront discutées dans cette section. Pour étudier la respécification
hypothalamique, deux approches principales ont été utilisées : une approche in vitro et une
approche in vivo. Il est important de mentionner qu’aucune de ces techniques n’était mise
sur pied a mes débuts dans le laboratoire, alors la mise au point de celle-ci fiit centrale a

ma recherche.

Respecification in vitro

Culture de neurones Pomc immortalisés

En premier lieu, nous avons utilisé la culture immortalisée de cellules Pomc. La
lignée cellulaire choisie est commercialement disponible chez Cerdalane® au nom de
CLUS501 et est établie a partir de neurones Pomc-GFP provenant de souris males
transgéniques. La culture de neurones hypothalamiques Pomc immortalisées est trés simple

a réaliser et confére 1’avantage d’obtenir des cellules en culture rapidement. Apres
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seulement quelques jours de culture, les cellules sont prétes a étre utilisées a des fins
expérimentales. Nous avons décidé d’employer une méthode d’activation chimique avec
du chlorure de potassium (KCI). Cette méthode d’activation n’est pas spécifique, mais
comme notre type de culture est homogene, les neurones peuvent tous étre traités en
simultané. Le KCl est un ion favorisant la dépolarisation des neurones [124]. Nous sommes
venus a tester différentes concentrations de KCl, selon différentes périodes afin d’identifier
la meilleure combinaison pour suractiver les neurones Pomc immortalisés. 3
concentrations de KCl ont été testées: 25mM, 50mM et 75mM pendant des périodes de 6h,
24h et 48h. Ces doses et périodes ont ¢té choisies selon la littérature [124], qui démontre
que la réponse excitatrice au KCI varie en fonction de la concentration et de la durée. Pour
définir la meilleure combinaison et nous assurer que les traitements au KCI n’¢étaient pas
cytotoxiques, nous avons performé un test de cytotoxicité par mesure du lactate
déshydrogénase (LDH). Ce test de cytotoxicité est bas¢ sur la présence de LDH dans le
milieu de culture cellulaire. La LDH est une enzyme stable présente dans le cytoplasme de
toutes les cellules. Lorsque des cellules subissent un type de traitement susceptible de
perturber leur membrane, la LDH est relachée dans le milieu extracellulaire [125]. En
récupérant leur milieu de culture, nous sommes en mesure de quantifier par colorimétrie le
niveau de LDH contenu dans le liquide extracellulaire, qui est proportionnel au nombre de

cellules ayant subi un stress cytotoxique.
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Figure 10: Conséquence de la suractivation de neurones Pomc en culture immortalisée.

Validation de I’utilisation du modéle cellulaire CLU501 dans I’optique d’étudier la respécification de neurones Pomc. A,
LDH mesurée par spectrophotométrie corrélant avec la cytotoxicité induite par la suractivation au KCl sur les neurones
Pomc immortalisée pendant 6h, 24h et 48h (n=3), les analyses statistiques sont les résultats de 2 way anova + test de
comparaison multiple tuckey, * : p<0.05. B, expression relative des génes 7bx3, Is/1, Mllt] et Nhlh2 rapporté sur hprt
(n=3), les analyses statistiques sont les résultats d’un unpaired t-test, * : p<0.05. C, recensement des génes exprimés (+)

ou non (-) dans les cellules immortalisées CLU501 (n=3). Toutes les valeurs sont les résultats des moyennes = SEM.

Selon les résultats de la figure 10A, les doses de 25mM, 50mM et 75mM pour une
période de 48h étaient toutes 1étales pour les cellules immortalisées Pome. Cependant les
doses de 25mM et de 50mM pendant 24 h avaient une cytotoxicité sous les 50%, indiquant
que le KCI a bien une action sur les neurones et que cette action semble suffisante pour
activer les neurones sans causer trop de mort cellulaire. De plus, la dose de 75mM pendant
6 h induit une cytotoxicité sous les 50%, indiquant la méme chose: un nombre significatif

de cellules sont en vie, malgré le stress d’activation important. Afin de s’assurer qu’il y a
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bel et bien de la suractivation des neurones immortalisés Pomc, il aurait été possible de
réaliser un RT-qPCR pour le facteur de transcription c-Fos, un géne activé en premier lieu
lorsque les neurones sont dépolarisés [34, 94]. Ces résultats soulévent toutefois un
questionnement important : pourquoi la mortalité cellulaire chez les cellules non traitées
est-elle de 50% apres 24h et de pratiquement 100% apres 48h? Une hypothése qui pourrait
expliquer ceci serait que le milieu DMEM que nous utilisons est trés riche en glucose
(25mM) et que malgré qu’il s’agisse des recommandations du fournisseur, 1’utilisation
d’une telle concentration en glucose cause la toxicite.

Les répercussions de ’activation au KCI sur certains facteurs transcriptionnels
connus des neurones Pomc furent mesurées par RT-qPCR (figure 10B). Aucune différence
significative ne fut mesurée dans I’expression relative des genes Isl1, Mlit1, Nhih2 lorsque
les neurones Pomc immortalisés sont suractivés avec du KCI pour les doses de 25mM et
de 50mM pendant 24 h ainsi que pour la dose de 75SmM pendant 6 h. En revanche, la dose
de 50mM pendant 24 h ainsi que la dose de 75mM pendant 6 h ont eu un effet significatif
sur la diminution de I’expression du facteur de transcription 7bx3. Dans la littérature, il est
reconnu que 7bHx3 est un facteur de transcription important dans la régulation des neurones
Pomc et que la délétion artificielle de celui-ci entraine la perte de I’expression du
neuropeptide Pomc [66].

Puisque je travaillais avec une lignée cellulaire immortalisée, une caractérisation de
ces cellules était de mise afin de comprendre quels facteurs sont exprimés (figure 10C).
Ainsi j’ai pu observer la présence de nombreux facteurs de transcriptions importants pour
les neurones Pomc tels que 7hx3, Isll, Mlitl, Nhih2 et Lhx2. Toutefois, certains facteurs
¢taient absents et de maniére importante, Pomc n’est pas exprimé dans les CLUS01.

Bien qu’il soit possible d’observer une diminution significative de 1’expression de
Thx3 dans les neurones Pomc suractivés (figure 10B), il nous était impossible de valider
la répercussion de cette diminution sur I’expression du neuropeptide Pomc (figure 10C).
Ainsi nous avons été forcés de conclure que le modéle cellulaire immortalis¢ CLU501 ne
refléte pas un portfolio génétique parfait et véritable des neurones Pomc matures. Comme
discuté précédemment dans la section II : Accent sur les neurones Pomc 4 la figure 4, ou
I’on peut voir I’expression des facteurs identitaires en fonction du stade de croissance des

neurones Pomc, nos résultats semblent faire correspondre les neurones CLU501 & une
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période assez immature du développement des neurones, tout de suite apres la
neurodifférenciation, mais avant la maturation des circuits. De plus, les cellules
immortalisées CLU501 sont capables de division cellulaire, une autre caractéristique les
¢loignant de la vraie nature des neurones Pomc matures. Devant ces faits, il était nécessaire

d’établir un mod¢le cellulaire représentatif des neurones Pomc.

Culture de neurones hypothalamiques primaires

Toujours dans le but de causer de la suractivation des neurones Pomc, la seconde
méthode que nous avons mise sur pied est la culture hypothalamique primaire. Ce modele
offre de nombreux avantages, tout d’abord la culture primaire se rapproche de la nature des
neurones. En second lieu, les neurones ne se diviseront pas, contrairement aux neurones
hypothalamiques immortalisés CLU501. Cependant, la culture hypothalamique primaire a
aussi un désavantage : cette culture est hétérogeéne, elle comprend un large éventail de
différents neurones et non seulement des Pomc+. Considérant ceci, nous nous rapprochons
de la réalité complexe des interactions neuronales, de leur environnement et de I’impact de
cet ensemble sur la régulation de la balance énergétique. Pour mettre au point la technique
de culture hypothalamique primaire, nous utilisons des souris Pomc-eGFP agées entre 3 et
4 jours chez lesquelles nous venons isoler par différentes techniques de digestion et de
séparation mécaniques des tissus, les cellules du tissu hypothalamique pour les mettre en
culture. Il est important de noter que le modele de souris pour la suractivation devra étre
différent des souris Pomc-eGFP afin de permettre une spécificité¢ d’activation. En effet,
puisque la culture primaire nous offre des cellules hétérogenes et que nous visons la
suractivation des neurones Pomc seulement, une stratégie utilisant la chiomiogénétique est
envisagée. Cependant, durant ma maitrise, mon projet consistait en 1’élaboration d’un
protocole établissant la culture primaire, ainsi plus de détails concernant les modéles
murins et techniques de suractivation spécifiques sont discutés plus tard dans le chapitre

1 : IV : ouverture.
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Figure 11: Expression qualitative et quantitative de neurones Pomc+ en culture primaire
hypothalamique.

Quantification et observation qualitative de la présence de neurones Pomc+ en culture hypothalamique primaire de souris
Pomc-eGFP agée entre 3 et 4 jours. A, marquage nucléaire des cellules hypothalamiques non traitées avec la Cytarabine
(A -) avec DAPI et expression endogéne de eGFP les images ont été acquises avec un microscope Zeiss AxXio
observer.Z1/7 et un objectif 40x/1,30 avec immersion a I’huile (n=1). B, expression relative des génes Agrp, Npy, Mc4r,
Gfap, rapportés sur Hprt pour les cellules traitées avec Cytarabine (A+) et non traitées avec Cytarabine (A -) (n=3), les
analyses statistiques sont les résultats d’un unpaired t-test, ns : p>0.05. Toutes les valeurs sont les résultats des moyennes
+ SEM. La barre d’échelle est de 20 um.

Par microscopie a fluorescence, nous avons observé la présence de cellules eGFP+
dans les cultures primaires (figure 11A). Cette fluorescence correspond directement aux
cellules Pomc+. Malheureusement, trés peu de cellules eGFP+ étaient observables
comparativement aux nombres de cellules Dapi+. Le ratio de cellules eGFP+ vs Dapi+ n’a
pas été quantifié, ceci aurait pu permettre d’obtenir des données plus précises sur la survie
des neurones Pomc+ en culture primaire. Cependant, ceci n’a pas été fait devant le trop peu
de cellules Pomc+ visibles.

Il est important de rappeler que notre culture hypothalamique est mixte, par

conséquent si nous désirons avoir seulement un type de cellules, comme les neurones, il
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est possible d’utiliser un inhibiteur de division cellulaire rapide. L’inhibiteur que nous
avons choisi est la Cytarabine (Arac), qui neutralise les cellules capables de division
cellulaire, y compris les cellules gliales. Ainsi, nous souhaitions obtenir une culture
cellulaire exclusive aux neurones. Par RT-qPCR, nous avons fait 1’éventail des génes
exprimés avec ou sans I’inhibiteur AraC. Les cellules sont laissées pendant un minimum
de 7 jours au repos avant de procéder a 1’extraction d’ARN total, la transcription d’ADNc
et le RT-qPCR. Comme il est observable a la figure 11B, aucune différence significative
entre les cultures traitées et non traitées avec AraC, dans I’expression des geénes
hypothalamiques Argp, Npy, Mc4R et Gfap a été observé. Nous avons également mesuré
I’expression des genes Pomc, Cart (Cart est typiquement exprimé conjointement avec
Pomc dans les neurones de I’ARC [11, 66]) et Gfp dans les cultures primaires.
Malheureusement, 1’expression de ceux-ci n’était pas quantifiable. Il semble donc que la
survie des neurones Pomc soit compromise lors de la préparation de culture
hypothalamique primaire. Bien qu’il soit possible d’observer quelques neurones eGFP+
par microscopie, il est pratiquement impossible de quantifier 1’expression relative de notre

gene d’intérét Pomc (ainsi que de ses génes conjoints Cart et Gfp) par RT-qPCR.

Culture hypothalamique organotypique

C’est ainsi que j’ai mis sur pied une troisieme technique de culture cellulaire: la
culture organotypique. Ce type de culture consiste a prendre un tissu frais et le mettre en
culture, plutot que d’en isoler les cellules. La culture organotypique confére I’avantage de
préserver ’intégrité des communications entre les réseaux neuronaux et entre les cellules
[126]. Mais tout comme la culture primaire, la culture organotypique est hétérogeéne. Afin
de mettre au point la technique, nous isolons les tissus hypothalamiques de souris Pomc-
eGFP agées entre 3 et 4 jours, ces derniers sont mis en culture pour une période allant
jusqu’a 21 jours. Durant cette période, nous souhaitons trouver les meilleurs paramétres

(épaisseur de coupe hypothalamique, volume de média de culture, volume d’infection
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lentiviral nécessaire) afin d’étre en mesure d’utiliser des coupes de cerveaux pour de

provoquer une suractivation spécifique des neurones Pomc.

Figure 12 : Visualisation de la fluorescence eGFP des tissus hypothalamiques en culture
organotypique.

Observation des tissus hypothalamiques Pomc-eGFP de 100um en culture, apres 3 jours post-coupe. A, schématisation
de la réalisation de coupe organotypique : les cerveaux sont coupés avec un vibratome en tranches de 100 um puis
déposées dans des inserts pour plaques de culture avec puits. B, observation du tissu hypothalamique en culture
organotypique en Bright Field (BF) et de la fluorescence eGFP en provenance des neurones Pomc. Les images ont été
acquises avec un microscope a fluorescence Zeiss Axio observer.Z1/7 avec un objectif 5x (n=1). La barre d’échelle est

de 200um.

Dans la figure 12, il est possible d’observer la fluorescence eGFP en provenance
des neurones Pomc de I’ ARC hypothalamique d’une tranche de cerveau de 100um apres 3
jours de culture. Plus de données restent a obtenir afin de confirmer la durée de vie des
coupes organotypiques. L’obtention d’un microscope confocal muni d’un support pour
plaque ainsi que d’un incubateur va nous permettre de faire de I’imagerie en temps réel.
De plus, devant la difficulté a identifier des zones hypothalamiques sur une coupe de

100pum, nous avons également décidé de tester d’autres épaisseurs soit de 110 um, 225um
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et 300um. Nous pensons qu’une coupe plus épaisse permettrait de mieux conserver
I’intégrité des tissus.

Il est évident que 1’optimisation de la culture organotypique n’est pas finalisée et
que beaucoup est encore a faire. En premier lieu, établir 1’épaisseur de coupe idéale pour
prolonger la survie du tissu est primordial. Il est important que cette épaisseur permette une
visualisation de la fluorescence endogene. En second lieu, il serait intéressant de valider la
survie cellulaire des coupes hypothalamique en culture en quantifiant I’expression relative
par RT-qPCR de certains marqueurs d’apoptose (comme Caspase3 par exemple) sur des
coupes de tissus fraichement coupées vs des coupes de tissus datant de différents jours, par
exemple 3, 7, 15, 21 jours. Une fois I’optimisation terminée, les manipulations d’activation
des neurones Pomc pourront débuter. Puisque la culture organotypique est hétérogene, un
modele différent devra étre utilisé afin de permettre une activation neuronale spécifique.
Plus de détails sur ce modele est discuté dans le chapitre 1 : IV ouverture.

Ainsi, au cours de ma maitrise, j’ai eu I’opportunité de développer 3 techniques de
culture cellulaire qui sont couramment utilisées par mes collégues pour d’autres projets du
laboratoire en plus des miens. Il reste encore beaucoup a faire pour étudier les effets d’une
suractivation des neurones Pomc. Toutefois, bien que le modele de culture cellulaire
immortalisée ne soit pas représentatif des neurones Pomc matures, nous avons réussi a
observer qu’une suractivation chronique était suffisante pour perturber 1’expression du
facteur transcriptionnel 7hx3. Egalement, la culture hypothalamique primaire fonctionne,
mais la survie des neurones Pomc semble étre compromise lorsqu’on les visualise par
microscopie et la technique de quantification génomique reste a étre optimisée. Finalement,
la culture hypothalamique organotypique semble trés prometteuse et permet notamment de
prolonger la longévité de la culture. Lorsque la technique sera optimisée pour la
conservation des tissus, nous serons en mesure de procéder aux premieres infections

lentivirale afin de causer une suractivation in vitro spécifiquement aux neurones Pomc+.

Respécification in vivo

La seconde portion de ce projet consiste a étudier la respécification des neurones

Pomc in vivo. Pour ce faire, nous avons utilisé une approche de suivi de lignée cellulaire,
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afin de suivre le devenir des neurones Pomc+ au fil du temps. Le mod¢le murin employé,
Pomc-Cre;Suni-sfGFP repose sur une stratégie génétique dans laquelle les neurones
exprimant Pomc activent spécifiquement une recombinase appelée Cre. Cette enzyme
permet D’expression d’un marqueur fluorescent, sfGFP (green fluorescent protein
superfolder), localis¢ a la surface de la membrane nucléaire (grace a la protéine
membranaire Sunl) des neurones Pomc+, et ce dés la naissance. Ce modéle permet donc
de localiser précisément les neurones dans 1’hypothalamus. Toutefois, il est important de
comprendre que ce modele ne permet pas de distinguer les neurones qui expriment
actuellement le neuropeptide Pomc de ceux qui I’ont exprimé de fagon transitoire par le
passé€. En effet, une fois la recombinaison Cre effectuée, 1’expression de la sfGFP devient
permanente, méme si la cellule cesse par la suite d’exprimer Pomc. C’est pourquoi nous
avons recours a une approche virale complémentaire, afin d’activer de maniere spécifique
les neurones qui sont Pomc+ au moment de I’injection.

Avec D’expression de la Cre recombinase dans ces neurones, nous avons ciblé
spécifiquement les neurones Pomc+ avec des virus adéno-associées (AAV) porteurs soit
d’un canal sodique voltage-dépendant, NaChBac (AAV-NaChBac), soit d’un virus
controle exprimant uniquement un fluorophore tdTomato (AAV-CTRL). Cette spécificité
est rendue possible par I’utilisation d’un FLEX (Flip-Excision), aussi appelé DIO (Double-
floxed Inverted Orientation), intégré dans la construction des AAV. Ce systéme repose sur
une configuration génétique inversée du gene viral d’intérét, encadrée par des sites de
recombinaison reconnus par la Cre. Puisque I’infection virale peut se faire dans toutes les
cellules ou I’injection a lieu, seule la présence de la Cre recombinase dans les neurones
Pomc+ permet I’inversion et 1’activation stable du transgene, ici I’expression de NaChBac
et de tdTomato (AAV-NaChBac) ou de dtTomato (AAV-CTRL) seulement, assurant une
expression strictement ciblée. NaChBac est un canal sodique voltage-dépendant procaryote
issu de la bactérie Bacillus halodurans, qui permet une entrée de sodium constante lorsqu’il
est exprimé dans les neurones [127]. Ainsi, une infection virale avec NaChBac ajoute des
canaux Na+ dépendant du voltage a la surface des synapses des neurones qui sont positifs
a la Cre recombinase seulement, causant une activation quasi constante des neurones

infectés [127].
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Maintenant que le principe derriére le modele murin est plus clair, en quoi consiste
une chirurgie stéréotaxique?

Les coordonnées stéréotaxiques sont des valeurs numériques qui délimitent les
zones antéro-postérieures (AP), médio-latérales (ML) et dorso-ventrales (DV) du cerveau.
Ces valeurs permettent de localiser avec précision une structure dans le cerveau en se
basant sur un repere anatomique, typiquement le bregma, le point de jonction entre les os
pariétaux et la suture sagittale du crane. Ensuite, on utilise les coordonnées pour guider une

seringue vers une région cérébrale précise, dans notre cas : I’ARC.

[ 1]

AAV-NaChBac

Males 5.8DV

tdTOM Merged | ..

3v

Females 5.9DV ~ Males 6.0DV

Figure 13 : Validation du site d’injection viral par chirurgie stéréotaxique chez des souris
Pomc-Cre; Sunl-sfGFP.

Optimisation du site d’injection hypothalamique chez des souris Pomc-Cre; Sunl-stGFP males et femelles et validation
de I’expression de la fluorescence émise par sfGFP et tdTomato. A, représentation schématisée de I’administration virale
dans I’ARC hypothalamique. B, observation de 1’émission de la fluorescence émise par I’infection virale tdTomato pour
les distances ventrales (DV) de 5.8 (n=4) et 6.0 (n=4) chez les males et 5.9 (n=4) chez les femelles avec un objectif de
20x, la barre d’échelle est de 200 um. Les fléches pointent vers un exemple de cellules positives soit pour tdTomato,
sfGFP ou bien les deux. C, observation de la fluorescence sfGFP émise par les neurones Pomc+ ainsi que la colocalisation
de I’expression virale tdTomato, les images ont été acquises avec un microscope confocal Leica SP-8 et un objectif de

40x/1.30 avec immersion a I’huile, la barre d’échelle est de 200 pm.
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Puisque la technique de chirurgie stéréotaxique n’était pas encore implantée dans
le laboratoire, j’ai participé activement a sa mise au point.

En premier lieu, puisqu’il existe des variabilités anatomiques en fonction de

I’épaisseur du crane et du sexe, il fallait valider le site d’injection hypothalamique.
Pour ce faire, 8 souris males ont été divisées en deux groupes recevant soit une injection
bilatérale a la coordonnée 5.8DV ou 6.0DV. Egalement, un groupe de 4 souris femelles ont
recu une injection bilatérale a 5.9DV. En plus de valider le fonctionnement du modele
murin et du virus, ces tests nous ont permis de choisir un site d’infection optimal afin que
le virus soit injecté pres de la zone d’intérét (figure 13B).

Pour les males, nous avons déterminé qu’il était préférable d’injecter le virus a
5.9DV, une position intermédiaire entre 5.8 et 6.0DV (figure 13B). Nous avons choisi cette
position afin de respecter une distance sécuritaire dans la face ventrale hypothalamique et
pour éviter d'endommager le tissu du noyau arqué.

Bien que pour les femelles I'injection de 5.9DV semble atteindre la région
hypothalamique (figure 13B), une distance de 5.8DV fut choisie afin de maintenir une
distance sécuritaire avec I’ ARC. Cette décision a été prise considérant que les femelles sont
plus petites que les males et que la largeur de leur téte demandait davantage d’ajustement
sur I’appareil stéréotaxique.

Finalement, on constate la présence de sfGFP localisée dans I’ARC, validant le
modele murin Pomc-Cre; Sunl-sfGFP qui doit étre uniquement spécifique aux neurones de
lignées Pomc (figure 13C). De plus, nous sommes en mesure de valider la spécificité des
infections virales par 1’expression de tdTomato qui colocalise avec les neurones Pomc+
marqués en vert (figure 13C). Afin d’éviter toute activation neuronale non spécifique, il
est impératif que 1’activation neuronale induite par les AAV soit restreinte aux neurones
Pomc+. Comme le montrent nos résultats a la figure 13C, I’infection est majoritairement
restreinte aux cellules Pomc-Cre+ par 1’observation de la colocalisation entre sfGFP et
tdTomato. Bien que la colocalisation entre sfGFP et tdTomato ne soit pas parfaite, il est
possible que I’expression virale de tdTomato soit présente en dehors des neurones sftGFP+.
En soi cela pourrait représenter une limitation du modéle et il est ainsi important d’apporter
une attention particuliére a ceci lorsque nous analysons nos résultats. Puisque nous désirons

étudier la suractivation des neurones Pomc+ (qui expriment sfGFP) avec I'utilisation du
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virus (exprimant le rapporteur tdTomato), nous allons faire un suivi de I’expression
peptidique Pomc par immunofluorescence seulement sur les neurones exprimant les deux
marqueurs. Ainsi, tous neurones exprimant le rapporteur viral tdTomato seul sans co-

expression avec sfGFP ne seront pas inclus dans nos analyses.
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Figure 14 : suivi hebdomadaire des phénotypes post-chirurgie stéréotaxique avec
infection de AAV-NaChBac ou CTRL des souris Pomc-Cre; Sunl-sfGFP.

Données des suivis hebdomadaires du poids, de la consommation alimentaire ainsi que du GTT des souris ayant regu une
injection virale NaChBac ou CTRL de fagon unie ou bilatérale. A, suivi du poids hebdomadaire entre les males NaChBac
vs CTRL et entre les femelles NaChBac vs CTRL. Les analyses statistiques sont les résultats de Two-Way Anova+Sidak.
B, prise de poids relative des souris males NaChBac vs CTRL et des souris femelles NaChBac vs CTRL entre la premiére
semaine de HFHS et la 14 Les analyses statistiques sont les résultats d’unpaired T-test two tailed, ns : p>0,05. C, suivi
hebdomadaire de la consommation de nourriture HFHS des souris males NaChBac vs CTRL et des souris femelles
NaChBac vs CTRL. Les analyses statistiques sont les résultats de Two-Way Anova+Sidak. D, effets de I’injection
intrapéritonéale d’une solution de glucose 30% apres 4h de jelne sur les souris males et femelles NaChBac vs CTRL.
Les analyses statistiques sont les résultats de Two-Way Anova+Sidak, ns : p>0.05. Toutes les valeurs sont les résultats

des moyennes + SEM, un minimum de 9 animaux par groupe a été utilisé.

Avec les sites d’injection confirmés, les groupes expérimentaux ont été lancés. 15
souris males Pomc-Cre; Sunl-sfGFP ont recu une injection bilatérale de 500nl de virus

AAV-NaChBac tandis que 10 souris méles Pomc-Cre, Sunl-sfGFP ont recus une injection
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bilatérale de 500nl de AAV-CTRL. 15 souris femelles Pomc-Cre; Sunl-sfGFP ont regu
500nl de virus bilatérale AAV-NaChBac et 9 autres Pomc-Cre;Sunl-stGFP le virus AAV-
CTRL.

Suivant la chirurgie stéréotaxique, les souris ont été surveillées pendant 7 jours afin
de s’assurer qu’il n’y avait aucun signe de douleur lié aux chirurgies. Les souris ont ensuite
été placées sous une dicte riche en graisses et en sucre (HFHS) pendant 14 semaines. De
facon hebdomadaire, nous avons suivi le poids des souris, ainsi que de leur consommation
alimentaire (figure 14A-B-C) afin de comparer ces paramétres entre les groupes AAV-
NaChBac et AVV-CTRL d’un méme sexe. Aucune différence significative ne fut observée
pour la masse corporelle ni pour la consommation alimentaire chez les méales ayant regu ou
non un virus AAV-NaChBac, idem chez les femelles. Bien que nous avons vérifi¢ les effets
métaboliques de la suractivation des neurones Pomc+ par I’administration du virus AAV-
NaChBac sur le phénotype (masse corporelle) et sur le comportement (consommation
alimentaire) des souris, il est connu dans la littérature que 1’activation unique des neurones
Pomc n’a pas tendance a fournir de grand effet sur le métabolisme puisque le cerveau
fonctionne avec des signaux logiques et cohérents en provenance de plusieurs populations
neuronales en méme temps, en particulier des neurones Agrp [128]. Dans une condition
métabolique saine, lorsque les neurones Pomc sont suractivés, les neurones Agrp sont
inhibés et vice-versa. Dans notre modéle, nous utilisons I’activation des neurones Pomc
sans intervenir dans le signal des neurones Agrp, ce qui est incohérent pour le cerveau.
Ceci pourrait expliquer le fait que nous n’observons pas de différence significative entre
nos groupes AAV-NaChBac et AAV-CTRL males et femelles. Il est important de préciser
que notre mode¢le est cependant approprié pour I’étude que nous désirons faire : regarder
les effets d’une suractivation des neurones Pomc hypothalamiques sur leur identité.

A la fin du protocole, nous avons réalisé un test de résistance au glucose (GTT) sur
les souris Pomc-Cre; Sunl-sfGFP. Ce test permet de détecter des irrégularités dans
I’homéostasie du glucose [129]. Pour ce faire, les souris sont privées de nourriture et
placées dans le local d’expérimentation 4 heures avant le début du GTT. Ceci permet aux
souris d’étre acclimatées a 1’environnement afin de réduire 1’effet de la réponse au stress
sur la lecture du glucose, en plus d’éviter que les souris consomment de la nourriture avant

le test. La premiére mesure de glucose est prise juste avant I’injection de la solution de
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30% de glucose (temps 0, figure 14D). Les souris sont ensuite injectées avec la solution
de 30% de glucose, et les mesures de glucose sont prises a 15, 30, 60 et 120 minutes suivant
celle-ci (figure 14D). Il est intéressant de constater que pour les males ayant recu le virus
AAV-NaChBac, la premiére réponse au glucose est plus faible comparativement aux souris
AAV-CTRL (figure 14D). Bien que la différence soit non significative, cette tendance a
la baisse de la réponse pourrait s’expliquer par I’effet protecteur provenant de la
suractivation des neurones Pomc par le virus. Chez les femelles, aucune différence n’est
observée entre les deux groupes viraux (figure 14D). 11 est en effet plus difficile de mesurer
les variations du glucose chez les femelles a cause des variations importantes des hormones
sexuelles, telles que I’estrogéne, qui sont connues pour exercer une influence sur
I’homéostasie du glucose [129, 130]. On remarque également que contrairement aux males
AAV-NaChBac, les femelles AAV-NaChBac ne semblent pas bénéficier d’une protection

provenant de la suractivation des neurones Pomc sur leur homéostasie du glucose.

{J NaChBac (' CTRL

Figure 15 : Expression de la protéine Pomc in vivo aprés 14 semaines HFHS chez les
souris Pomc-Cre; Sunl-sfGFP males ayant regu soit le virus AAV-NaChBac ou le virus
AAV-CTRL.

Images représentatives de I’expression de la sfGFP (endogéne depuis la naissance), tdTomato (expression virale) et Pomc
(immunofluorescence). A-D, souris NaChBac. A, observation de 1’expression de sfGFP (en vert) depuis la naissance. B,

observation de ’expression de sfGFP (en vert) avec 1’expression virale dtTomato (en jaune). C, observation de
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I’expression par immunofluorescence du neuropeptide Pomc (en rouge) avec 1’expression virale tdTomato apres 14
semaines de HFHS. D, colocalisation entre I’expression de sfGFP, tdTomato, et Pomc. E-H, sourit CTRL. E, observation
de I’expression de sfGFP (en vert) depuis la naissance. F, observation de I’expression de sfGFP (en vert) avec
I’expression virale dtTomato (en jaune). G, observation de I’expression par immunofluorescence du neuropeptide Pomc
(en rouge) avec I’expression virale tdTomato aprés 14 semaines de HFHS. H, colocalisation entre I’expression de sfGFP,

tdTomato, et Pomc. A-D, n=9. E-H, n=8. La barre d’échelle est de 200 um.

A la fin des 14 semaines, les souris ont été sacrifiées par perfusion (17 males, 9
femelles) a des fins d’imageries par immunofluorescence ou bien par décapitation (8 males,
15 femelles) a des fins d’analyses transcriptomiques. Parmi les souris perfusées, nous
avons vérifié si I’infection est bilatérale et si la suractivation virale s’est produite. Nous
avons marqué les tranches de cerveaux avec un anticorps anti-Pomc (figure 15) ou anti-c-
Fos (figure 16). Avant d’aller plus loin dans nos résultats, rappelons que notre hypothese
est que I’activation chronique des neurones Pomc pourrait promouvoir leur respécification.
Ainsi, dans le groupe NaChBac, nous retrouverions moins de neurones exprimant Pomc
que dans le groupe contrdle, de plus la possibilité¢ de mort cellulaire causée par 1’activation
pourra étre observée par la présence ou I’absence du rapporteur sfGFP. Quant au marqueur
d’activation neuronale c-Fos, celui-ci devrait se retrouver de maniére systématique dans
les neurones infectés, en plus des autres neurones normalement activés hors infection.

Nous avons marqué les coupes hypothalamiques provenant de souris Pomc-
Cre;Sun-sfGFP avec un anticorps anti-Pomc. Les souris transgéniques expriment la sftGFP
dans les neurones Pomc+ d¢s la naissance (figure 15A et figure 15E). Les deux virus,
AAV-NaChBac et AAV-CTRL, expriment tdTomato lorsque 1’infection cellulaire est un
succes, encore une fois nous avons validé la spécificité d’infection virale par 1I’expression
de tdTomato restreinte 1a ou est exprimé sfGFP (figure 15B et figure 15F). S’en est suivi
la comparaison qualitative de I’expression de la protéine Pomc entre les groupes AVV-
NaChBac et AAV-CTRL (figure 15C et figure 15G). Les observations faites nous
permettent de valider la spécificité des virus pour les neurones Pomc+. Pour I’instant, les
cellules positives a la protéine Pomc n’ont pas été quantifiées autrement que
qualitativement. Avec ’aide de mes collégues, nous sommes présentement en train de
comparer différents logiciels permettant de compter des cellules afin de procéder aux

comparaisons de neurones Pomc+ entre les groupes NaChBac et contrdles.
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(J NaChBac

Figure 16 : Expression de la protéine c-Fos in vivo apres 14 semaines HFHS chez les
souris Pomc-Cre; Sunl-stGFPmales ayant regu soit le virus AAV-NaChBac ou le virus
AAV-CTRL.

Images représentatives de 1’expression de la sftGFP (endogeéne depuis la naissance), tdTomato (expression virale) et c-
Fos (immunofluorescence). A-D, souris NaChBac. A, observation de I’expression de sfGFP (en vert) depuis la naissance.
B, observation de I’expression de sfGFP (en vert) avec I’expression virale dtTomato (en jaune). C, observation de
I’expression par immunofluorescence du neuropeptide c-Fos (en rouge) avec 1’expression virale tdTomato apres 14
semaines de HFHS. D, colocalisation entre I’expression de sftGFP, tdTomato, et c-Fos. E-H, souris CTRL. E, observation
de I’expression de sfGFP (en vert) depuis la naissance. F, observation de I’expression de sfGFP (en vert) avec
I’expression virale dtTomato (en jaune). G, observation de I’expression par immunofluorescence du neuropeptide c-Fos
(en rouge) avec I’expression virale tdTomato aprés 14 semaines de HFHS. H, colocalisation entre I’expression de sfGFP,

tdTomato, et c-Fos. A-D, n=9. E-H, n=8. La barre d’échelle est de 200 pm.

En ce qui concerne I’'immunomarquage avec I’anticorps anti-c-Fos (figure 16), on
remarque qualitativement que I’expression de c-Fos est plus importante chez les souris
males AAV-NaChBac que les AAV-CTRL. Cependant, tout comme pour
I’immunomarquage anti-Pomc, les cellules doubles positives pour c-Fos et tdTomato n’ont
pas été quantifiés autrement que qualitativement. On observe une colocalisation pour le
marqueur c-Fos et tdTomato chez les souris AAV-NaChBac, alors que ceci n’est pas

observé chez les souris AAV-CTRL, indiquant que le virus AAV-NaChBac active les
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neurones infectés et que cet effet ne se retrouve pas chez les neurones infectés par AAV-
CTRL. II sera important d’également quantifier les cellules doubles positives c-Fos+ et
tdTomato+ dans les deux groupes de souris afin de comparer 1’activation des neurones.

Il reste encore beaucoup a faire pour ce projet. En plus de terminer les analyses des
expressions des niveaux de la protéine Pomc et c-Fos, nous aimerions valider la réussite
des infections bilatérales afin de classer les souris dans les bons groupes expérimentaux
et/ou d’étre en mesure d’écarter des souris du protocole afin d’augmenter la puissance
statistique. Finalement, rappelons que nous avons toujours 8 males et 15 femelles chez
lesquelles nous avons recueilli les hypothalamus a des fins d’analyses transcriptomiques.
L’étude génomique des génes Pomc, tdTomato et c-Fos viendra confirmer les analyses de
colocalisation par imagerie. De plus, ceci nous permettra de mesurer plus précisément
I’expression du gene Pomc afin de confirmer sa diminution d’expression chez les souris

AAV-NaChBac .

IV.Ouverture

Il reste encore beaucoup de chemin a parcourir pour vérifier si 1’activation
chronique des neurones Pomc hypothalamique provoque leur respécification. Cependant,
notre travail a permis d’identifier, de mettre au point, et de valider les meilleures techniques
pour y parvenir. In vitro, la culture organotypique présente de nombreux avantages par
rapport aux techniques plus conventionnelles, telles que les cultures immortalisées ou
primaires. Avec la culture organotypique, I’intégrit¢é des neurones Pomc et de leurs
connexions avec d’autres neurones dans des régions hypothalamiques adjacentes, comme
les neurones Mc4R+ du PVN, est préservée. En revanche, comme nous 1’avons déja
souligné, cette culture est composée de cellules hétérogenes. Ainsi, une fois que les détails
techniques (épaisseur de coupe et la durée de vie des tranches en culture) seront
parfaitement maitrisés, une lignée murine différente des Pomc-eGFP devra étre utilisée
afin de permettre une spécificité d’activation neuronale. A cette fin, la lignée murine Pomc-
Cre;Pomc-eGFP sera employée. Dans ce modele, la Cre recombinase sera active seulement
dans les neurones Pomc+ afin de permettre une action virale. Contrairement au mode¢le

Pomc-Cre; Sunl-stGFP, la fluorescence eGFP n’est pas induite par I’activité de la Cre
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recombinase mais est ici exprimée de maniére endogene aux neurones Pomc+, directement
sous le controle du promoteur Pomc. Ce sera I’activité de la Cre recombinase sous controle
du promoteur Pomc qui permettra d’induire I’activation neuronale par 1’utilisation d’un
systéme controlé par DREADD (Designer Receptors Exclusively Activated by Designer
Drugs). Cette technologie chimiogénétique permet d’activer un type de récepteur
spécifique (a I’aide d’un traitement ou d’une drogue) selon la construction du lentivirus
couplé avec le modele murin transgénique [131].

Dans notre cas, le modéle murin sera Pomc-Cre;Pomc-eGFP et le lentivirus est
Lenti-hSyn-DIO-hM3D(Gq)-mCherry. Lorsque les cellules in vitro des souris Pomc-
Cre;Pomc-eGFP seront infectées avec notre lentivirus DREADD, les cellules exprimant la
recombinase Cre exprimeront les récepteurs a protéine Gq, des récepteurs muscariniques
modifiés. L ajout d’une drogue comme la clozapine-N-oxyde (CNO) permettra I’activation
spécifique des récepteurs a protéine Gq, provoquant une relache accrue du Ca>*, conduisant
aune dépolarisation neuronale [ 131]. Encore une fois notre méthode d’activation neuronale
est munie d’un systéme FLEX/DIO intégré dans la construction du DREADD. Ce systeme
repose sur une configuration génétique inversée du gene viral d’intérét, encadrée par des
sites de recombinaison reconnus par la Cre. Puisque I’infection virale peut se faire dans
toutes les cellules, seule la présence de la Cre recombinase dans les neurones Pomc+
permet I’inversion et 1’activation stable du transgene, ici I’expression du DREADD
activateur (Gq) et de la fluorescence mCherry assurant une expression strictement ciblée.

Finalement, 1’utilisation de ce systéme combinant souris transgénique et activation
chimiogénétique va permettre de faire un suivi dans le temps de la fluorescence eGFP.
Nous pensons que celle-ci sera amenée a disparaitre au moment ou la respécification des
neurones se produit, alors que la fluorescence mCherry en provenance de 1’expression du
transgene va demeurer. De plus, nous aimerions pousser davantage nos analyses et venir
étudier la fonction mitochondriale des neurones Pomc ayant été suractivés. Comme
mentionné dans I’introduction, les mitochondries des neurones Pomc sont influencées par
le stress métabolique induit par une alimentation hypercalorique soutenue [55, 56, 77].
Ainsi nous voulons venir étudier si une perte de fonction mitochondriale dans les neurones

Pomc est la cause de leur perte d’efficacité.
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Figure 17 : Schématisation du fonctionnement de la technologie chimiogénétique
DREADD.

Légende : figure provenant du site internet Genetic Engineering & Biotechnology News (2018) [132].

L’encadré rose représente le type de récepteurs a protéine G qui sera activé par la CNO.

In vivo, nos résultats montrent peu de différences dans les phénotypes entre les
groupes AAV-NaChBac et AAV-CTRL, tant chez les males que chez les femelles. Nous
avions initialement émis I’hypothése que les souris AAV-NaChBac consommeraient
moins de nourriture au début du régime HFHS par rapport aux souris AAV-CTRL. Cette
différence aurait pu €tre causée par une activation intense des neurones Pomc induite par
le virus, suivie d’une phase de respécification ou les souris AAV-NaChBac augmenteraient
leur consommation alimentaire de maniére compensatoire pour rejoindre le comportement
des souris AAV-CTRL, identifiant ainsi le moment ou se produit la respécification.
Cependant, un article publié entretemps suggere que 1’activation des neurones Pomc seuls
ne permet pas de diminuer la prise alimentaire dans un contexte d’obésité [133].

Nos données révelent qu’il n’existe aucune différence phénotypique significative
entre les deux groupes. Cette absence de différences pourrait s’expliquer par le role critique
d’une communication cohérente entre les neurones Pomc et Agrp. Nos résultats renforcent
I’importance de I’interaction synergique entre ces deux populations neuronales. Ainsi,
I’intégration contraire, mais simultanée des signaux périphériques par les neurones de la

faim (Agrp) et de la satiété (Pomc) est essentielle pour maintenir la balance énergétique et
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aune régulation cohérente du métabolisme [52]. Par conséquent, I'inhibition ou I’activation
d'un seul de ces systémes pourrait ne pas suffire a provoquer tous les symptomes associés
a I'obésité.

Sachant que nous avons uniquement provoqué la suractivation des neurones Pomc
avec le virus AAV-NaChBac, sans perturber directement le fonctionnement des neurones
Agrp, il est probable que I’absence de différences phénotypiques observées soit due a une
incohérence dans la communication entre ces deux types de neurones. Cela dit, pour I’étude
de la suractivation des neurones Pomc, une cohérence parfaite entre ces deux populations
neuronales n’est pas obligatoire. De nouvelles cohortes de souris sont planifiées afin de
répéter ces expériences (suractivation par adénovirus associés avec NaChBac et CTRL,
test GTT, immunofluorescence pour Pomc et c-Fos), mais également dans le but de
quantifier par RT-qPCR I’expression de Pomc et c-Fos entre les groupes de souris AAV-
NaChBac et AAV-CTRL.
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Chapitre 2 : La neurogenese

L’objectif principal était de valider I'utilisation d’un modeéle murin transgénique
servant a faire le suivi du réservoir de cellules multipotentes Sox2+, puis d’identifier parmi

celles-ci, lesquelles se sont différenciées en neurones.

I. Explication du mod¢le & méthodes

Afin de suivre dans le temps le destin du réservoir de cellules multipotentes dans
I’hypothalamus, j’ai participé¢ au développement d’une nouvelle approche combinant
souris transgéniques et activation inductible d’un rapporteur fluorescent. Cette approche
nous permet de faire le suivi de lignée de cette population multipotente (ainsi que de toute

cellule fille étant générée).

Nous avons choisi d’utiliser des souris Sox2-CreERT2; Sunl-sfGFP. Ce mod¢le a
la particularité d’avoir la recombinase Cre sous I’effet d’un récepteur a 1’estrogene modifié
pour étre seulement activable par le tamoxiféene (ERT2) [134]. C’est donc seulement en
présence de tamoxiféne, que le récepteur ERT2 transloque la recombinase Cre vers le
noyau et permet la recombinaison au niveau de sites loxP, permettant I’expression de la
fluorescence sfGFP dans les cellules Sox2+. Ceci nous permet donc de marquer les cellules
Sox2+ seulement a partir du moment voulu. Les noyaux des cellules ou la recombinase Cre
est permise, seront marqué par le sfGFP de fagon stable, et ce méme apres 1’arrét de
I’administration de tamoxiféne [134]. Par la suite, avec I’immunofluorescence, nous allons
venir identifier les cellules doubles positives pour un marqueur des neurones et pour sSftGFP

(qui correspond aux cellules Sox2+).
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Figure 18 : Représentation du modele murin pour suivi de lignée cellulaire multipotente
Sox2+.

Légende : I’injection intrapéritonéale chez des souris Sox2-CreERT2; Sunl-sfGFP de tamoxiféne permet de
marquer de fagon permanente la membrane nucléaire externe des cellules Sox2+. Par la suite, des techniques
d’immunofluorescence permettront d’identifier les cellules doublement positives avec le marqueur NeuN, un
marqueur neuronal. Les cellules doubles positives pour la fluorescence Sox2 et NeuN correspondent aux

nouveaux neurones générés depuis les traitements de tamoxiféne.

Cette technique de suivi de lignée cellulaire est différente de 1’approche
traditionnelle de I’étude de la neurogenése qui emploie régulierement 1’utilisation de BrdU.

Dans la section_Hypothese : Neurogenese dans I’hypothalamus, nous avons déja identifi¢

de nombreuses limitations liées a I'utilisation de BrdU, menant bien souvent a une
mauvaise interprétation de la neurogenése dans un cerveau mature, telles que
I’incorporation dans de I’ADN en réparation plutoét qu’en division [122] ainsi que le fait
que de nombreux progéniteurs neuronaux sont déja divisés et destinés pour une
différenciation neuronale, mais en attente d’un signal avant d’entamer cette étape.
Egalement, I’incorporation de BrdU dans les cellules progénitrices neurales peut causer de
la sénescence [135]. Des chercheurs ont observé un déclin rapide de la prolifération des
cellules progénitrices ayant incorporé de BrdU in vitro et in vivo, en plus d’une
morphologie cellulaire et une expression peptidique altérée, une perte significative de leur
propriété de différenciation fut observée [135]. Finalement, le BrdU peut influencer la
différenciation des progéniteurs neuraux en réprimant la différenciation neuronale pour

favoriser la différenciation astrocytaire [136, 137].
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Avec toutes les considérations qui sont a prendre lors de 1’interprétation de résultats
impliquant I’emploi de BrdU, il va sans dire qu’on ne peut s’attendre a ce que les cellules
progénitrices agissent normalement, justifiant le besoin d’employer un modele d’étude de

la neurogenése différent.

- Préparation de la solution de tamoxiféne et traitement

Notre modele permet le marquage permanent de la GFP des souris Sox2-CreERT ;
Sun-sfGFP par induction de tamoxiféne. Puisque I’action de la recombinase Cre est sous
le contrdle du promoteur synthétique de 1’estrogene (ERT2), celui-ci répond seulement au
tamoxifene, un analogue synthétique de I’estrogene. Lorsque la recombinase Cre est active,
la fluorescence permanente en provenance de Sunl-sfGFP est induite dans les cellules
Sox2+. Puisque la fluorescence est permanente, elle sera exprimée dans les cellules Sox+
méme si elles se différencient en un nouveau type cellulaire (voir figure 4.1).

Une solution de 20mg/ml de tamoxiféne est préparée en pesant la quantité appropriée
puis dissoute dans le volume appropri¢ d’huile de sésame chauffé a 60°C pendant 1h avec
agitation fréquente. La solution d’huile et de tamoxiféne est conservée a 37°C pendant la
nuit puis agitée de nouveau afin de s’assurer de la dissolution compléte des cristaux de
tamoxifeéne. La solution est filtrée a 1’aide d’un filtre a seringue stérile 0,45um (filtropur
sarstedt ref :83.1826). Les souris ont été traitées pendant une période de 5 jours consécutifs
avec une dose de 100 ul a 20mg/ml. Les souris sont placées en isolement dans les cages et
sont réparties selon leur poids dans les différents états métaboliques. Les souris soumises
a une dicte obésogéne consomment de la nourriture HFHS de ResearchDiet (D12331
58kcal% fat and sucrose) tandis que les souris appartenant au groupe controle consomment

de la nourriture CHOW.

- Modeéle murin expérimental

Les souris Sox2"ERT2* ont été croisé avec des souris SunlYC"* afin d’obtenir une lignée
murine hétérozygote Sox2-CreERT2; Sunl-stGFP. Les colonies de souris ont été
maintenues a I’interne par la reproduction des souris Sox2-CreERT2; Sunl-sfGFP et Suni-

sfGFP; Sunl-stGFP. Les souris ont ét¢ maintenues entre 20 et 24°C sur un cycle
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d’exposition a la lumiére de 10 :14 avec un accés constant a de I’eau fraiche, de la
nourriture régulicre. L’état de santé général des souris a été vérifié réguliérement
(déshydratation, fatigue et posture). L’age et le nombre de souris analysés pour chaque
expérience sont détaillés dans les 1égendes des figures. Le protocole éthique animal

approuvé par le Comité de Bons Soins aux Animaux de I’'UQTR est AF7.

- Immunofluorescence de tranches hypothalamiques

Les cerveaux des souris Sox2-CreERT2; Sun1-sfGFP males et femelles ont été entierement
recueillis dans du PFA 4% a 4°C pendant 16 heures. Les cerveaux ont ensuite été transférés
dans une solution de sucrose 30% supplémentée de 0,05% d’azide de sodium pendant au
moins 24 heures. Les cerveaux ont été coupés en tranche de 30um a I’aide d’un cryostat
(Leica) a -20°C. Pour la détection de Sox2, un anticorps primaire anti-Sox2 (Rat) (1 : 200,
Invitrogen) a été utilisé, la visualisation s’est fait avec un anticorps secondaire Goat-anti-
rat Alexa 546 (1 :2000, Cell Signalling Technology). La détection de NeuN s’est faite par
I’utilisation de I’anticorps primaire anti-NeuN (1:100, New England Biolabs), la
visualisation s’est faite avec un anticorps secondaire Goat-anti-rabbit Alexa 647 (1 :2000,
Cell Signalling Technology) sur des tranches hypothalamiques différentes de celles
marquées avec anti-Sox2. La fluorescence provenant de la sfGFP (endogene) et ne

nécessitaient pas de détection par anticorps.

- Microscopie confocale

Toutes les images ont été capturées par 1’utilisation d’un microscope confocal Leica SPS,
équipé d’un objectif 20x. Les sections de I’ ARC hypothalamique ont été capturées de facon
unilatérale de 1’antérieur vers postérieur couvrant une épaisseur totale de 30um. Les
intensités des lasers pour les différents canaux furent les mémes pour tout le processus
d’imagerie. Les projections maximales ont été réalisées sur FIJI. Une dizaine de sections
ont été analysées par animal et une photo a été prise par animal, avec le méme objectif

confocal; une résolution de 1024x1024 et une vitesse de 400ms.

- Décompte de cellules doubles positives pour stGFP et NeuN
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Le nombre de cellules doubles positives pour sfGFP et NeuN furent comptés manuellement
en divisant la région de ’ARC en 3 : la région ARC antérieur, médiale et postérieure. La
moyenne de 3 décomptes par région (3 coupes antérieures, 3 coupes médiales, 3 coupes

postérieures) par souris est présentée.

- Objectifs
En plus de valider I"utilisation d’un modéle murin transgénique servant a faire le suivi

du réservoir de cellules multipotentes Sox2+, le second objectif de ce projet est d’étudier
les effets de diverses conditions nutritionnelles et métaboliques sur la neurodifférenciation
hypothalamique. Pour ce faire, nous avons établi plusieurs groupes de souris Sox2-
CreERT2; Sunl-sftGFP males et femelles qui, suivant un marquage des progéniteurs
multipotents Sox2 par traitement au tamoxiféne, seront exposés aux interventions
suivantes :

- Un régime riche en gras et en sucrose,

- Une restriction calorique de 50%,

- Effectués de I’activité physique,

- Un groupe controle.

Les suivis des lignées cellulaires multipotentes hypothalamiques se feront a I’aide
d’immunofluorescence pour divers marqueurs neuronaux, gliaux et de cellules

multipotentes superposées au signal de suivi de lignée sfGFP induit par tamoxiféne.

II. Résultats & discussion

Avant de tester les divers effets des conditions métaboliques sur la neurogenese
dans I’hypothalamus, il était primordial de valider notre modéle murin. Ainsi la section des
résultats se divise en 2 sections principales : la validation du mod¢le murin et 1’évaluation

de la neurogenése sous certaines conditions métaboliques.

Validation du modéle murin expérimental
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Figure 19: expression de la recombinase Cre chez les souris Sox2-CreERT2; Suni-
sfGFP avec le véhicule ou tamoxiféne.

Images représentatives montrant la présence ou ’absence de 1’expression de la recombinase Cre dans neurones
indifférenciés dans ’hypothalamus de souris adultes ayant soit recus des IP du véhicule (huile de sésame) (n=2) ou IP de
tamoxiféne (n=1). A, cellules marquées avec Anti-Sox2 (rouge) correspondant a des progéniteurs neuronaux
indifférenciés. B, fluorescence verte permanente (sfGFP) en provenance du modele murin correspondant aux cellules ou
la recombinase Cre est activé par du tamoxiféne. C, colocalisation de la fluorescence rouge et verte, correspondant aux
cellules qui sont encore indifférenciées (rouge et vert) et aux progéniteurs qui se sont différenciés (fluorescence verte

seule). La barre d’échelle est de 200um.

Pour valider notre modéle murin, nous avons tout d'abord vérifié si l'activation de
la recombinase Cre dans les cellules Sox2+ ¢était spécifiquement induite par
I’administration de tamoxiféne. A cette fin, des souris Sox2CreERT2/+; CagSunIstGFP/+
ont recu des injections quotidiennes du véhicule (huile de sésame) pendant 5 jours
consécutifs. Apres perfusion et fixation de leurs cerveaux, nous avons réalis¢ une
immunofluorescence ciblant le marqueur Sox2 afin de rechercher une colocalisation avec
la fluorescence sfGFP. Comme illustré a la figure 19, I'injection du véhicule seul n’a pas
entrainé 1’activation non désirée de la recombinase Cre, confirmant ainsi l'absence

d’activation spontanée.
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Female body weight (g)

Ensuite, nous avons vérifié¢ que l'administration de tamoxiféne induisait l'activation
de la recombinase Cre et I’expression de sfGFP. Les souris ont re¢u des injections
intrapéritonéales (IP) quotidiennes de tamoxiféne pendant 5 jours, suivies de perfusion
pour analyse par immunofluorescence. Comme le montre la figure 19, une colocalisation
marquée entre Sox2 et sfGFP est observée, confirmant l'activation de la Cre dans les
cellules Sox2+. De plus, aucune expression de Sox2 n’a été détectée en dehors des cellules
exprimant sfGFP, confirmant la spécificité de ’expression de sfGFP pour les cellules
Sox2+ au moment des traitements par tamoxiféne. Nous avons également noté que
certaines cellules exprimant sfGFP ne présentaient plus de signal Sox2, suggérant une

possible différenciation cellulaire depuis le début des injections au tamoxifeéne.

Evaluation de la neurogenése selon certaines conditions métaboliques
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Figure 20: Suivi hebdomadaire du poids et de la consommation alimentaire des souris
Sox2-CreERT2; Sunl-sfGFP.

Suivis du poids corporel et de ’apport alimentaire chez les males et les femelles ayant regu du tamoxiféne une fois par
jour pendant 5 jours, suivi d’un régime HFHS ou Chow (CTRL) pendant 5 semaines. A, suivi du poids hebdomadaire
chez les males HFHS (n=9) vs CTRL (n=5) et chez les femelles HFHS (n=8) vs CTRL (n=5). B, suivi cumulatif de la
consommation de nourriture chez les males HFHS (n=9) vs CTRL (n=5) et chez les femelles HFHS (n=8) vs CTRL

(n=5). C, conversion du suivi de la consommation de nourriture en kcalorie (kcal) chez les males HFHS (n=9) vs CTRL
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(n=5) et chez les femelles HFHS (n=8) vs CTRL (n=5). Les analyses statistiques ont été réalisées avec two-way
anova+Sidak. Toutes les valeurs sont les résultats des moyennes £ SEM, * : p<0,05, ** : p<0,005, *** : p<0,0005, **** :

p <0,0001.

Une fois le modele validé, les premicres cohortes expérimentales ont été
constituées. Apres les injections IP de tamoxiféne, les souris ont été réparties en deux
groupes selon leur sexe, puis assignées a une diete HFHS (riche en graisse et sucre) ou
CTRL (contrdle) pendant 5 semaines. Durant cette période, nous avons effectué un suivi
hebdomadaire de leur poids corporel (figure 20A) et de leur consommation alimentaire
(figure 20B). La consommation alimentaire en gramme (g) a ensuite ¢t¢ multipliée par la
densité calorique (kcal) des dietes afin de vérifier quel groupe de souris consommait
davantage (figure 20C). Ainsi en comparant la figure 20B avec la figure 20C, on
s’apergoit que les souris males et femelles sous die¢te de contrdle ont consommeé moins de
calories que celles sous dicte HFHS. Cette observation nous confirme que la diete HFHS
induit une surconsommation calorique indépendante du sexe des souris et cohérente avec
sa densité calorique ¢élevée. De plus, la différence significative de consommation calorique

entre les deux di¢tes confirme une différence métabolique entre les groupes de souris,

justifiant leur comparaison subséquente pour la neurogenése.
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Figure 21: Evaluation de la neurogenése dans I’hypothalamus de souris Sox2-CreERT2;
Sunl-stGFP male sous HFHS ou CTRL.

Images suivant le devenir des cellules indifférenciées par le marquage de Sox2 pour évaluation de la neurogenése. A,
observation de la différenciation des progéniteurs Sox2+ en nouveaux neurones NeuN+ générés 5 semaines apres la
derniére IP de tamoxiféne chez les souris HFHS (n=6) vs CTRL (n=5), sfGFP correspond a la fluorescence induite par
le marquage Sox2 aprées IP de tamoxifene, NeuN correspond a I’immunofluorescence anti-NeuN, les nouveaux neurones
dans I’ ARC hypothalamique sont identifiés au moyen des fléches. Les images ont été prises avec un objectif de 20x et la
barre d’échelle est de 200 um. B. Pourcentage de neurogenese induit dans les souris HFHS (n=3) vs CTRL (n=3) dans
I’hypothalamus. Ant : hypothalamus antérieur, Med : hypothalamus médial, Post : hypothalamus postérieur. Les analyses

statistiques ont été réalisées par unpaired t-test.

A I’issue des 5 semaines, les souris ont été sacrifiées par perfusion, et leurs cerveaux
ont été analysés par immunofluorescence pour le marqueur neuronal NeuN, combiné avec
la fluorescence endogene sfGFP spécifique aux cellules Sox2+, afin d’évaluer la génération
de nouveaux neurones. La colocalisation entre sftGFP et NeuN (figure 21) a révélé que de
nombreuses cellules exprimant sfGFP étaient également positives pour NeuN, confirmant
la différenciation des cellules Sox2+ en nouveaux neurones. Ce phénomene a été observeé
dans les deux groupes (HFHS et CTRL). Cependant, une tendance a la diminution de la
neurogenese dans 1’hypothalamus médial et postérieur a €té notée chez les souris males
HFHS. Ces résultats, bien que préliminaires, ne sont pas statistiquement significatifs en
raison de la taille limitée des souris analysées pour cette figure (n=3 pour les souris males

HFHS). Des analyses complémentaires sont nécessaires pour confirmer ces observations.

III. Ouverture

Bien que nous ayons démontré qu’il se produit de la neurogenése a 1’age adulte,
nous n’avons pas terminé nos analyses. En effet, ce ne sont pas toutes les souris des
cohortes HFHS et CTRL qui ont été analysées jusqu’a présent. Les cerveaux sont tous
coupés et les images sont prises, cependant les analyses d’images sont rigoureuses et
demande une grande attention. Avec 1’aide de mes collegues, nous sommes en train de

développer une macro sur le logiciel FIJI afin de comptabiliser plus facilement et
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rapidement les cellules doublement positives pour sfGFP et NeuN. Egalement, la
neurogenese dans les cerveaux des souris femelles n’a pas encore été analysée et il est bien
possible que les résultats soient trés différents de ceux obtenus jusqu’a maintenant pour les
cohortes de souris males. Dans ce sens, une étude réalisée par Daniel A Lee et al. (2014),
sur des souris males et femelles sous dic¢te riche en graisse, montre que les femelles
présentent une neurogenése dans I’hypothalamus plus importante que les males pour cette
méme condition métabolique [138].

Mes objectifs consistaient en la validation du modele murin Sox2-CreERT2; Suni-
sfGFP et 1’évaluation de la neurogenese par imagerie. Toutefois, ces objectifs étaient
préliminaires a de multiples volets visant a fournir plusieurs informations clés sur la
neurogenese. Notamment, notre modele murin pourrait nous permettre de faire 1’isolation
de noyaux GFP+ a des fins de séquengage pour réaliser un portfolio des cellules
progénitrices hypothalamiques, afin d’aider a comprendre le devenir de ces cellules, en
particulier celles devenues neurones.

Cependant, une étude menée par Sugiura A, et al. (2020), montre que des cellules
neuronales différenciées peuvent exprimer le marqueur Sox2 [139]. Ainsi, il est essentiel
de vérifier qu’il n’existe pas de colocalisation entre Sox2 et NeuN afin d’identifier
correctement les événements de neurogenese. Aucun marqueur de progéniteur n’étant «
parfait », nous avons choisi de limiter cette contrainte en mesurant I’expression active de
Sox2. Dans notre modele murin Sox2-CreERT2; Sunl-sfGFP, les cellules qui ont déja été
ou qui sont actuellement des progéniteurs Sox2 sont marquées de fagon permanente par
sfGFP. L’utilisation d’un anticorps anti-Sox2 permet alors d’identifier, par
immunofluorescence, les cellules exprimant toujours cette protéine. Ainsi, les cellules
doubles positives pour sftGFP et Sox2 correspondent soit a des cellules indifférenciées, soit
a des populations différenciées qui maintiennent 1’expression de Sox2. En ajoutant le
marquage neuronal NeuN, il devient possible de distinguer les populations neuronales co-
exprimant Sox2 de celles exprimant uniquement sfGFP. De plus, I’analyse de souris
controles permet d’identifier les populations NeuN+ sfGFP+. La comparaison entre la
neurogenese basale en condition de contrdle et celle observée sous conditions métaboliques

permettra ensuite d’évaluer le véritable impact de ces conditions sur la neurogenese.
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Egalement, nous souhaitons identifier le role des nouveaux neurones générés et les
effets de leur activation. Pour ce faire, nous envisageons I’utilisation de souris
transgéniques FLP couplées avec DREADD, pour les différentes conditions métaboliques
(diete HFHS, activité physique, restriction calorique). Pour ce faire les souris Sox2¢ k12
seront croisées avec :

RC::FLP-hM3Dq ou RC::FLP-hM3Di. 1l s’agit d’'un mod¢le activable par la

recombinase Cre, dans toutes les cellules qui expriment Sox2 et qui permet de cibler

de maniere tres spécifique les neurones dérivés de cellules souches (qui ont déja

exprimé Sox2) et exprimant la recombinase Flp sous un promoteur neuronal activé a

la maturation : Syn [131]. La recombinase Cre sera activé par les injections de

tamoxiféene au début du protocole. Ensuite, les souris subiront des interventions
métaboliques et/ou nutritionnelles a la suite desquelles wune injection
intrahypothalamique virale d’AAV-Syn-FLP permettra 1’expression des DREADD
présents dans le génome, activateurs ou inhibiteurs couplés a un fluorophore mCherry.

Ainsi, seuls les neurones nouvellement générés qui expriment les deux recombinases

seront marqués par mCherry et activés ou inhibés par DREADD. Ce mod¢le offre un

suivi tres spécifique de la différenciation neuronale a partir des cellules Sox2+ en plus
d’offrir la possibilité d’étudier les effets de leur activation ou inhibition sur le

métabolisme des souris.

Ainsi, les seules cellules qui exprimeront le DREADD seront celles ayant subi a la

fois :

1) une recombinaison Cre au moment ou elles étaient des cellules progénitrices (induite

par le traitement de tamoxiféne + transgéne Sox2-CreERT2), et

2) une recombinaison FLP induite au moment ou elles étaient des neurones (induite par le
traitement viral AAV-Syn-FLP) donc, uniquement les neurones s’étant différentiés a 1’age

adulte.

Les conséquences de I’activation de ces neurones seront évaluées a 1’aide de cages
métaboliques Promethion de Sable Systems (suivi en temps réel de la dépense énergétique,

de la prise alimentaire, de 1’activité locomotrice, du poids corporel, etc.). Cette expérience

87



permettra de comprendre 1’importance physiologique de ces neurones dans un contexte

homéostatique.
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Conclusion générale

En débutant ma maitrise, j’ai eu la chance de mettre sur pied plusieurs techniques
désormais couramment utilisées par mes collégues.

J’ai notamment établi les protocoles de culture cellulaire (immortalisées, primaires
et organotypiques), qui sont aujourd’hui des méthodes de référence dans notre laboratoire.

La chirurgie stéréotaxique, que j’ai contribué a élaborer et optimiser, nous permet
de cibler la région hypothalamique de manicre précise, non invasive et avec trés peu
d’effets indésirables. Cette technique est devenue un pilier de notre laboratoire, et la

majorité des projets de recherche I’emploient désormais. Je suis particulierement

reconnaissante d’avoir pu participer activement a sa mise en place.

I.Etude de la respécification in vitro et in vivo

Lorsque j’ai débuté ma maitrise en 2022, le projet de I’étude de la respécification
des neurones Pomc n’était pas encore mis au point. Le laboratoire venait tout juste d’ouvrir,
et les seuls résultats préliminaires que nous avions étaient ceux obtenus lors du postdoctorat
de mon directeur de maitrise. Ces résultats suggereraient la respécification des neurones
Pomc plutdt que leur apoptose en situation de stress métabolique chronique, cependant les
mécanismes moléculaires entrainant ce changement sont inconnus. Afin d’étudier ces
changements moléculaires, nous ne savions pas si 1’utilisation d’un mod¢le in vitro ou in
vivo serait a favoriser pour atteindre nos objectifs, sachant qu’aucun mod¢le de culture
cellulaire ou de souris transgéniques n’avait été établi préalablement dans notre laboratoire.
I1 était donc primordial de mettre sur pied des modéles in vivo et in vitro afin d’étudier la
respécification neuronale dans 1’hypothalamus.

Selon les nombreux résultats que nous avons obtenus pendant ces deux années de durs
labeurs, ceux-ci tendent a suggérer que :
1. L’activation chronique des neurones Pomc immortalisés diminue 1’expression de

Tbx3, ce qui pourrait étre causé par 1’activation chronique, et I'une des causes du

changement identitaire.



2. La culture organotypique est un modele in vitro plus pres de la réalité et
lorsqu’optimisée, cette méthode pourrait permettre de générer des données
rapidement.

3. In vivo, on observe chez les males ayant regu le virus AAV-NaChBac, un effet
protecteur sur la réponse au glucose, vraisemblablement lié a I’activation chronique

des neurones Pomc.

Pour la premiere portion du projet, soit d’établir un modele in vitro nous permettant
d’étudier les neurones Pomc : on se tourne désormais vers la culture organotypique. Cette
culture semble mieux préserver les neurones Pomc qui semblent trés sensibles aux
manipulations en culture, tout en conservant les connexions des réseaux neuronaux et des
cellules de soutiens. Bien que la technique ne soit pas encore totalement optimisée pour
nos besoins, nous sommes capables de faire survivre des tissus hypothalamiques en culture
sur plusieurs jours. Egalement, nous pensons utiliser des souris plus Agées pour nos
prochaines coupes hypothalamiques, puisque les neurones Pomc atteignent le stade mature
des la 3° semaine apres la naissance. Une fois tous les parameétres ajustés, nous serons en
mesure d’aller de I’avant avec notre approche chimiogénétique par DREADD lentiviral

dans le but de faire la suractivation des neurones Pomc et étudier I’impact sur leur identité.

Pour la deuxiéme portion du projet, portant sur 1’étude de la suractivation des neurones
Pomc in vivo : les injections intrahypothalamiques de virus AAV-NaChBac et AAV-CTRL
ont été confirmées chez les cohortes de souris males. En fonction de la réussite compléte,
partielle ou nulle des injections virales, les souris males ont été classées ou retirées des
analyses phénotypiques et d’imagerie. Il sera nécessaire de refaire nos analyses
phénotypiques (prise de poids et consommation alimentaire) et métaboliques (métabolisme
du glucose) lorsque les groupes de souris femelles auront été classés en fonction du taux
de réussite complet, partiel ou nul de I’injection bilatérale de virus AAV-NaChBac et
AAV-CTRL. Tant que ceci n’est pas fait, il n’est pas possible de nous prononcer sur
I’influence de la suractivation virale sur les fonctions caractéristiques des neurones Pomc
chez les souris femelles. Ensuite, toujours chez les femelles, les analyses des images des
coupes hypothalamiques AAV-NaChBac et AAV-CTRL pour le marqueur Pomc et c-Fos,

doivent étre imagées et analysées.
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I1.Etude de la neurogenése dans I’hypothalamus mature

Jai eu ’opportunité de mettre sur pied le projet pilote, permettant de valider a la
fois un modele murin robuste pour cibler une population spécifique et d’initier les
premicres cohortes expérimentales pour étudier la neurogenese selon certaines conditions
métaboliques : la diéte HFHS vs CTRL. Egalement, ce travail m’a permis de lancer les
premicres analyses d’imagerie des cohortes expérimentales, établissant ainsi les bases pour
les expériences futures.

Encore beaucoup reste a faire pour évaluer le role de la neurogenese dans un
cerveau mature. En premier lieu toutes les cohortes de souris males et femelles doivent étre
analysées rigoureusement.

A la lumiére des résultats obtenus au cours de ma maitrise, notre modéle murin
permet de faire le suivi de lignée des progéniteurs neuronaux et fonctionne de fagon
spécifique au tamoxifeéne. De plus, les premicres cohortes expérimentales suggerent la
présence de neurogenese dans I”hypothalamus de souris adultes sous diete HFHS ainsi que
sous diete CTRL.

Maintenant que le projet est mis sur pied et que nous savons que notre modele murin
fonctionne, les premicres analyses préliminaires ont permis d’observer de la neurogencse
dans des hypothalamus murins matures. Le développement d’un algorithme de
quantification des neurones, de progéniteurs, et de suivi de lignée permettra de faciliter et
de standardiser les analyses. Ce projet ira d’ailleurs de I’avant en comparant la neurogenese
hypothalamique avec différentes conditions métaboliques :

- Diete obésogene (HFHS)
- Diete réguliere (CTRL)
- Restriction calorique

- Activité physique

En plus d’offrir une compréhension globale et fonctionnelle du devenir des cellules
progénitrices multipotentes de 1’hypothalamus en situation de stress métabolique, cette
étude permet d’évaluer leur contribution a la régulation de la balance énergétique.

L’étude des progéniteurs neuronaux est déja reconnue comme extrémement

importante, en particulier en lien avec les maladies neurodégénératives. L’analyse de ces
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cellules dans un contexte métabolique altéré nous aidera a mieux cerner leur role dans
I’adaptation physiologique et a identifier les mécanismes par lesquels elles influencent
I’homéostasie énergétique. Ce projet de recherche permettra de mieux comprendre leur
importance, au sein de I’hypothalamus, ainsi que le lien avec la balance énergétique et le

développement d’obésité.

II1. Ouverture

Dans I’obésité, malgré une perte de poids due a des changements d’habitude de vie
ou par la prise de médicaments, le risque de regagner du poids est majeur. Il semble donc
qu’il existe une « maladie résiduelle », probablement au niveau du cerveau, qui favorise un
regain de poids. Mon projet a visé de mettre en lumiere deux aspects importants de la
plasticit¢ de 1’hypothalamus en fonction des conditions métaboliques, soient les
changements identitaires de certains neurones ainsi que la formation de nouveaux
neurones. Dans les deux cas, ces processus peuvent affecter la balance énergétique et

pourraient €tre durables et ainsi contribuer au regain de poids.
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