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ABREVIATIONS






aa : acide aminé

ac : commissure blanche antérieure

ACB : noyau accumbens

aco : branche olfactive de la commissure antérieure

act : branche temporale de la commissure antérieure
ADN : acide désoxyribonucléique

ADNCc : acide désoxyribonucléique, complémentaire
ADP : noyau préoptigue antérodorsal

AgRP : ‘agouti-related peptide’

AHA : aire hypothalamique antérieure

AHN : noyau antérieur de I'hypothalamus

AHNa : partie antérieure du noyau antérieur deddthalamus
AHNCc : partie centrale du noyau antérieur de I'hyyadamus
AHNp : partie postérieure du noyau antérieur dgddthalamus
AMd : parie dorsale du noyau antéromédian du thatam
a-MSH : ‘a-melanocyte-stimulating hormone’ eamélanotropine
AOB : bulbe olfactif accessoire

AONe : partie externe du noyau olfactif antérieur

AONI : partie latérale du noyau olfactif antérieur

AONmM : partie médiane du noyau olfactif antérieur

APN : noyau prétectal antérieur

ARH : noyau arqué de I'hypothalamus

ARN : acide ribonucléique

ARNmM : ARN messager

ATP : adénosine triphosphate

AVP : aire préoptique ventrolatérale

AVPV : noyau antéroventral périventriculaire

B : noyau de Barrington

BAC : noyau de la commissure antérieure

BCIP : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate

BrdU : 5-bromo-2’-désoxyuridine

BST : noyau de la strie terminale

CA1/CA2/CAS : champs 1/2/3 de la corne de Ammon

CART : ‘cocaine- and amphetamine-regulated trapscri



cc : corps calleux

ccg : genou du corps calleux

CEAI : partie latérale du noyau central de I'amyigda

CL : noyau central latéral du thalamus

CLA : claustrum

CM : noyau central médian du thalamus

CONF : confinement

CP : noyau caudoputamen

cpd : pédoncule cérébral

CTP : cytosine triphosphate

CUN : noyau cunéiforme

cVMH : capsule du noyau ventromédian de I'’hypotimala

cyclo : cyclophiline

DAB : diaminobenzidine

DIG : digoxygénine

DMH : noyau dorsomédian de I'hypothalamus

DMHd : parties dorsale du noyau dorsomédian depbilyalamus
DMHp : partie postérieure du noyau dorsomédiaritggbthalamus
DMHYy : partie ventrale du noyau dorsomédian depthalamus
DMX : noyau moteur dorsal du nerf vague

dNTP : désoxynucléotide triphosphate

DTN : noyau tegmental dorsal

DR : noyau dorsal du raphé

E : estrogenes

EO, E11-E20 : ¥ jour de gestation, £T%20°jour de vie embryonnaire
EDTA : acide éthyléne-diamine-tétraacétique

ERa : récepteun aux estrogenes

FG : fluorogold

fGRP : ‘frog growth hormone-releasing peptide’

FS : fundus du striatum

FSH : *follicle-stimulating hormone’

fx : fornix

GALP : ‘galanin-like peptide’

GEN : corps genouillé latéral (ou noyau géniculélthlamus)



GnlIH : ‘gonadotropin-inhibitory hormone’

GnRH : ‘gonadotropin-releasing hormone’

GPR54 : récepteur a la métastine-54, couplé augipes G
GRF1-37 : ‘growth hormone-releasing factor, fraghe37’ (ou somatotropine)
GTP : guanosine triphosphate

H1 : fasciculus thalamique

H2 : fasciculus lenticulaire

Hcrt/Orx : hypocrétines/orexines

| : zone internucléaire

IAD : noyau interantérodorsal du thalamus

ICc : noyau central du colliculus inférieur

ICd : noyau dorsal du colliculus inférieur

ICe : noyau externe du colliculus inférieur

IF : noyau interfasciculé du raphé

ILA : aire infralimbique

IMD : noyau intermédiodorsal du thalamus

int : capsule interne

IPTG : isopropylB-D-thiogalactopyranoside

IS : immunosérum

ISO : aires isocorticales

Kp-54 : kisspeptin-54 (ou métastine)

LA : noyau latéral de I'amygdale

LDT : noyau tegmental latérodorsal

LH : ‘luteinizing-hormone’

LHA : aire hypothalamique latérale

LM : noyau mamillaire latéral

LP : noyau postérieur latéral du thalamus

LPO : aire préoptique latérale

LRNm : partie magnocellulaire du noyau réticulé&tat
LS : noyau latéral du septum

LSc : partie caudale du noyau latéral du septum
LSr : partie rostrale du noyau latéral du septum
LSr.dl : partie rostrale dorsolatérale du noyaéritdu septum

LSr.m : partie rostrale médiane du noyau latérasehtum



LSr.vl : partie rostrale ventrolatérale du noyaeial du septum
LSv : partie ventrale du noyau latéral du septum
MA : noyau préoptique magnocellulaire

MBO : corps mamillaires

MCH : hormone de mélano-concentration

mct : tractus corticohypothalamique médian
MDRNYV : partie ventrale du noyau réticulé médudair
ME : éminence meédiane

MEA : noyau médian de I'amygdale

MEPO : noyau préoptique médial

Met/hMet/rMet : métastine, homme, rat

MEYV : partie mésencéphalique du noyau trigéminal
MH : noyau médian de I'habenula

MOB : bulbe olfactif principal

MPN : noyau préoptique médian

MPNCc : partie centrale du noyau préoptique médian
MPNI : partie latérale du noyau préoptique médian
MPNm : partie médiane du noyau préoptique médian
MPO : aire préoptigue médiane

MPT : aire prétectale médiane

MRN : noyau mésencéphalique réticulé

MS : noyau médian du septum

mtg : faisceau mamillotegmental

mtt : faisceau mamillothalamique

NBT : 4-nitroblue tetrazolium chloride

NDB : noyau de la bande diagonale

NK3 : neurokinine-3

NLL : noyau du lemniscus latéral

NOT : noyau du tractus optique

NPC : noyau de la commissure postérieure

NPAF : neuropeptide AF

NPFF : neuropeptide FF

NPSF : neuropeptide SF

NPY : neuropeptide Y
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NTB : noyau du corps trapézoide

NTP : nucléoside triphosphate

NTSI : partie latérale du noyau du tractus soktair
NTSm : partie médiane du noyau du tractus solitaire
OB : bulbes olfactifs

och : chiasma optique

opt : tractus optique

PO, P3-P30 : naissance des animatf&30°™¢jour de vie postnatale
PA : noyau postérieur de 'amygdale

PAG : substance grise périaqueductale

PAP : complexes peroxydase-antiperoxydase
PARN : noyau réticulé parvicellulaire

pb : paires de base

PB : noyau parabrachial

PBId : partie latérale dorsale du noyau parabrachia
PBle : partie latérale externe du noyau parabrachia
PBmm : partie médiomédiane du noyau parabrachial
PBS : tampon phosphate salin

PCG : substance grise centrale du pons

PCR : réaction de polymérisation en chaine

PD : noyau préoptique postérodorsal

PFA : paraformaldéhyde

PH : noyau postérieur de I'hypothalamus

PHA-L : phaseolus vulgarifeucoagglutinine

PIR : aire piriforme

PL : aire prélimbique

pm : tractus mamillaire principal

PMd : noyau prémamillaire dorsal

PMv : noyau prémamillaire ventral

PO : complexe postérieur du thalamus

POMC : proopiomélanocortine

PPN : noyau pédonculopontique

PPT : noyau prétectal postérieur

PR : noyau périreuniens
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PRNr : partie rostrale du noyau réticulé du pons

PrRP : ‘prolactin-releasing peptide’

PS : noyau parastrial

PSCH : noyau préoptique suprachiasmatique

PT : noyau parataenial

PV : noyau périventriculaire

PVa : noyau périventriculaire antérieur

PVH : noyau paraventriculaire de I’hypothalamus

PVHam : cellules magnocellulaires du noyau parai@naire de I'hypothalamus
PVHap : aire parvocellulaire du noyau paraventdacelde I'hypothalamus
PVHTf : partie fornicale du noyau paraventriculadeel’hypothalamus
PVHpv : aire périventriculaire du noyau paraventiaore de I’hypothalamus
PVi : partie intermédiaire du noyau périventrictgai

PVp : partie postérieure du noyau périventriculaire

PVpo : noyau périventriculaire préoptique

PVT : noyau paraventriculaire du thalamus

RA : restriction alimentaire

RAR : restriction alimentaire et réalimentation

RE : noyau reuniens

RFRP : ‘RFamide-related peptide’

RH : noyau rhomboide

RL : noyau linéaire rostrale du raphé

RNase : ribonucléase

RT : noyau réticulé du thalamus

RT-PCR : transcription inverse par réaction de pgisation en chaine
SBPV : zone subparaventriculaire

SC : colliculus supérieur

SCd : corne dorsale de la moelle épiniere

SCH : noyau suprachiasmatique

SCN : noyau suprachiasmatique

SF : noyau septofimbrial

SGN : noyau supragénuculé

SH : noyau septohippocampal

S| : substance innominée
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SN : substance noire

SNC : systeme nerveux central

SNc : partie compacte de la substance noire
SNr : partie réticulée de la substance noire

SO : noyau supraoptique

SOr : noyau supraoptique rétrochiasmatique
SPVC/SPVI : parties caudale/interpolaire du noyayéminal
SRIF : somatostatine

SSC : sel de citrate de sodium

STN : noyau subthalamique

SUM : noyau supramamillaire

SUMI : partie latérale du noyau supramamillaire
T : testostérone

TAE : tampon Tris-acide Acétique-EDTA

TE : tampon Tris-EDTA

TEA : triéthanolamine

TH : tyrosine-hydroxylase

TM : noyau tubéromamillaire

TMd : partie dorsale du noyau tubéromamillaire
TRS : noyau triangulaire du septum

TU : aire hypothalamique tubérale

UTP : uridine triphosphate

V3 : ™ ventricule (ou 3V)

V4 : £M™ventricule

VL : ventricule latéral

VMH : noyau ventromédian de I'hypothalamus
VMHCc : partie centrale du noyau ventromédian
VMHdm : partie dorsomédiane du noyau ventromédian
VTA : aire tegmentale ventrale

WB : western-blot

X-gal : 5-bromo-4-chloro-3-indolyf-D-galactopyranoside

Zl : zona incerta
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1 INTRODUCTION GENERALE

Les techniques immunohistochimiques restent irraggilles afin de décrire la distribution fine
de protéines et de neuropeptides dans le systemesuxe central. Ces techniques sont
complémentaires des approches de biochimie et degme moléculaire qui, entre autre,
permettent de localiser et quantifier I'expressitences protéines ou de leur ARNm, ou méme
d’altérer I'expression du géne correspondant. @ebriques immunohistochimiques ont donc
permis et permettent encore d’étudier la distrivutde centaines de neuropeptides ou de
protéines dans le SNC de nombreuses espéces, netdares rongeurs.

Cependant, un anticorps ne reconnait pas un peptais un épitope, et des marquages non
spécifiqgues de la molécule étudiée ne sont pas etrent été la source de nombreux débats.
Notre équipe est particulierement sensible a cé&nghénes. En effet, historiguement, elle
travaille sur deux populations de neurones pepidees hypothalamiques : les neurones
producteurs de I'hnormone de mélanoconcentration M€t ceux producteurs des peptides
hypocrétines/orexines ‘Hcrt/Orx’. Les deux popudas ont été initialement fortuitement mises
en évidence grace a des anticorps dirigés consr@elgropeptides non exprimés par ces cellules,
mais qui les reconnaissaient par marquages cro@@si, alors que caractérisés en 1989, les
neurones a MCH étaient déja étudiés pendant lageri983-1989 par des anticorps anti-alpha
mélanotropine d-MSH’ et anti-somatocrinine humaine 1-37 ‘GRJF (entre autre, Watson et
Akil, 1979 ; Daikokuet al., 1985 ; Fellmanmt al., 1986, 1987), et plus récemment les neurones
a hypocrétines ‘Hcrt/Orx’, peptides découverts 888L(De Leceat al. ; Sakuraiet al.) étaient
reconnus par des anticorps anti-prolactine ovineff@&d et al., 1995, 1998 ; Grilloret al.,
1998 ; Risolckt al., 1998).

Le travail présenté dans ce mémoire découle d'wflaboration entamée en 2004/2005 avec
I'équipe dirigée par le Professeur Francois Prglomgticien au service ‘Endocrinologie,

Diabétologie et Métabolisme’ du centre hospitaller Lausanne. Ce groupe s’intéressait aux

17



contrbles neuroendocriniens de la reproduction @tl'dbésité, et aux interactions dans
I'hypothalamus entre les neurones producteurs duopeptide Y, de la gonadolibérine et d’'un
peptide de la famille des peptides RFamide appélastine. La découverte de ce peptide dans
le systéme nerveux central était trés récenteolgjet de notre collaboration, et I'objectif initia
de notre travail, était d’en étudier la distributibne, grace a un anticorps commercial (anti-
hMet, Phoenix Pharmaceuticals) déja utilisé dandittarature (Brailoiuet al., 2005) et
généreusement offert par I'équipe suisse, avanhtabeer un travail destiné a identifier
anatomiquement la nature des relations entre tEsehts systemes NPY, GnRH et métastine.
Cependant, les marquages obtenus avec l'anticorphet étaient difficilement conciliables
avec certaines données de la littérature, mais ésagt I'existence d’'une population de
neurones dont la localisation a éveillé notre &tté@ar complémentaire de celle des neurones
étudiés par notre groupe dans la ‘zone a MCH'. iDesstigations ont montré que ces neurones
sont producteurs d’'un neuropeptide de la méme famgile la métastine, appelé RFRP, mais
connu chez d’autres especes de vertébrés, sousrleGmIH, pour avoir un effet opposé a la
métastine notamment sur I'axe gonadotrope. Nosatrawnt donc été réorientés sur I'étude de
ces neurones producteurs de RFRP afin d’en analgsdéveloppement et certains aspects
morphofonctionnels chez le rat, et de comparerdocemeées a celles obtenues au laboratoire et

concernant les neurones a MCH et Hcrt.

L’enchainement de ces événements est donc reféte kbrganisation du présent mémoire :
aprés une introduction destinée a présenter |dareliits peptides d'intérét et les neurones
hypothalamiques qui les produisent, nous exposelemsrincipaux résultats concernant la
distribution du marquage fourni par l'anticorps ighr contre la métastine humaine dans
I'hypothalamus de vertébrés, avant de présenter trd@ux concernant la distribution, le
développement, certaines des connexions des nesuadRERP et enfin des résultats d’approches

plus fonctionnelles.
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2 RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

Les recherches au sein du laboratoire d’histolaggsormais composante de I'équipe EA3922,
ont été longuement focalisées sur I'étude du systéypothalamo-hypophysaire avant de
s’orienter progressivement vers une approche neatomique de [l'organisation
morphofonctionnelle de deux populations de neurdmgsothalamiques. Ces neurones sont
producteurs respectivement de I'hormone de mélammmdration ‘MCH’ et des peptides

hypocrétines/orexines ‘Hcrt/Orx’.

2.1 LES NEURONES DE LA ‘ZONE A MCH’

2.1.1 LES NEURONES A MCH

La population de neurones a MCH a été initialemdétrite chez le rat en 1979 par
immunohistochimie avec un anticorps dirigé contnerimone de stimulation des mélanocytes
‘aMSH’. Par la suite, de nombreux travaux (WatsormAkil, 1979 ; Daikokuet al., 1985 ;
Fellmannet al., 1986, 1987) ont permis d’étudier cette populati@uronale, en utilisant un
anticorps dirigé contre la MCH de saumon (SMCH)Hdlaet al., 1989 ; Bretoret al., 1989). En
1992, les travaux de Bittencowttal. ont confirmé la distribution, déja observée prérgahent,

du systeme MCH dans le diencéphale ventral deeta&t particulier dans I'aire hypothalamique
latérale. Cependant, bien que majoritairement ug® dans les régions tubérales de l'aire
hypothalamique latérale dont la région périforracales corps cellulaires sont aussi localisés
dans les aires hypothalamiques médiane et périveldsire, essentiellement dans la partie
postérieure du noyau antérieur, le noyau dorsométhacapsule du noyau ventromédian et le
noyau périventriculaire. On retrouve enfin une tikatnon négligeable de neurones a MCH dans
la région rostromédiane de la zona incerta, anagoement rattachée au thalamus ventral. Chez
des rates en lactation, des neurones exprimantG&al Mnt aussi été localisés dans la partie

rostrale du noyau paraventriculaire, dans le nqy@nventriculaire préoptique et dans la partie
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médiane du noyau préoptigue médian (Knolleghal., 1992). Depuis, cette observation n'a
jamais été confirmée par d’'autres travaux. Deuxeauterritoires d’expression minoritaire du
géne de la MCH dans les tubercules olfactifs dietgnentum dorsal ont aussi été identifiés

(Bittencourtet al., 1992 ; Presset al., 1992).

Les projections MCH ont une distribution diffusendd’ensemble du systeme nerveux central.
Ces projections s’étendent des bulbes olfactigsradelle épiniére (Skofitsadt al., 1985 ; Zamir

et al., 1986 ; Bittencouret al., 1992). Le faisceau médian du télencéphale caestd voie
majeure des projections tant ascendantes que dizstten. Bien qu’une cartographie claire et
détaillée de la distribution des fibres a MCH n# pas encore réalisée, de nombreuses régions
cérébrales sont innervées et suggerent leur geation dans des fonctions variées. Dans le
télencéphale, les aires les plus densément inrefoément le complexe septal médian (noyau
du septum meédian et noyau de la bandelette diagjpnhlensemble du manteau cortical,
'amygdale, les noyaux de la strie terminale, lendius du striatum, le noyau cortical
endopiriforme recoivent une innervation moins demxmns le thalamus, les noyaux de la ligne
médiane et intralaminaire sont faiblement innervBans le diencéphale ventral, l'aire
hypothalamique latérale est densément irriguée. hegaux périventriculaire, préoptique
antéroventral, arqué et dorsomédian (implicationroendocrine et viscéromotrice) présentent
une innervation beaucoup moins importante. Degdilsont aussi retrouvées dans I'éminence
meédiane, majoritairement dans la partie interneleelobe postérieur de I'hypophyse. Dans
I’hypothalamus postérieur, la partie latérale dyanomamillaire médian est tres irriguée. Dans
le mésencéphale, des aires réticulées, le noyaonpeélbpontique (locomotion, attention), les
noyaux du raphé, l'aire tegmentale ventrale, leanogéniculé latéral ventral et le colliculus
supérieur (polymodal), le colliculus inférieur (aimh), la partie médiane du noyau parabrachial
(gustation et fonction sensori-viscérale) sont beap moins innervés. De nombreuses études de

tracages rétrograde et antérograde ont confirmmigif® hypothalamique des projections des
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neurones a MCH dans le cortex et la moelle épir{ierischouxet al., 2002), le complexe septal
médian (Bittencourt et Elias, 1993, 1998), la sabs¢ grise périaqueducale (Elias et
Bittencourt, 1997), le noyau mamillaire médian (@#st al., 2002) et le noyau parabrachial
(Touzaniet al., 1993). Cependant, d’'un point de vue généralgéarsation, la cartographie
détaillée, I'identification des cibles et des ttajdes projections des neurones MCH ne sont pas

encore clairement définis.

Des études morphofonctionnelles ont suggéré qpepalation des neurones a MCH n’est pas
homogene mais que des sous-populations pourraigat igapliqguées dans des réponses
différentes. Notamment, aprés avoir recu un chogotisue ou une stimulation hormonale, les
neurones a MCH répondent difféeremment selon legalisation (Presse et Nahon, 1993 ;
Murray et al., 2000 ). Plusieurs équipes (Elias et Bittencdl®87 ; Bittencourt et Elias, 1998 ;
Bayeret al., 1999 ; Bayer, 2000) ont montré, par des techsigieetracage de voies nerveuses,
gue tous les neurones a MCH n’étaient pas impliglads les mémes circuiteries neuronales,
expliquant, selon eux, les différentes réponsessiplogiques (voir ci-apres). Cependant, ces
études ne caractérisaient pas clairement d’évéesusbus-populations. Par contre, notre équipe
a montré gu’au moins deux sous-populations pouva&iea décrites sur la base de I'expression,
par ces neurones, d’autres neuropeptides et dptedrea la neurokinine-3 (NK3). En fait, il fut
montré que presque tous les neurones a MCH exprimaécepteur NK3 expriment également
le peptide CART ‘cocaine- and amphetamine-regulatadscript’ (Griffond et al., 1997 ;
Broberger, 1999 ; Vrangt al., 1999 ; Cvetkoviet al., 2003, 2004). Les neurones de ces deux
sous-populations se différencient aussi par letoggtions : ceux a MCH+/CART+/NK3- étant

a l'origine des projections spinales, alors quexcea-exprimant les trois molécules sont a
I'origine des projections corticales. Cependans, deux groupes de cellules sont bien des sous-
populations d’'une population MCH ; du moins, lesutéats obtenus par Brischoekal. (2001)

ont montré que tous les neurones & MCH naissenhaic trés large du £0°au 16™jour de
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vie embryonnaire a partir du méme territoire duraépithélium germinatif (Brischougt al.,
2001). Cependant, des études plus poussées dedsegde ces neurones ont révélé qu'ils étaient
en fait générés en une seule vague avec deux paits éistincts (Fig 1). La premiere sous-
population MCH-A est générée en un pic étroit a ElDrojette vers la moelle épiniére. La
seconde, MCH-B, nait en un pic plus large a Elfgr@ette vers le cortex cérébral (Brischaatix

al., 2002). Ceci a renforcé I'hypothese selon laquellpopulation hypothalamique de neurones
a MCH est unique mais non homogene. Ces travauBridehoux et al. confortaient donc
I'hypothese de l'existence d’'une aire hypothalareigile distribution des corps cellulaires
producteurs de la MCH. Cette régionalisation desores a MCH ne respecte pas les structures
cytoarchitectoniques bien définies, et est localiséus forme d’'une bande de tissu limitée
rostralement et ventralement par le fornix, et @dstirement et dorsalement par le faisceau

mamillothalamique.

moeie\ cortex cérébral
MCH-A MCH-B

B E10-E12 (MCH-A)
E12-E14 (MCH-B)

(d'aprés Brischoux et al.,, 2002)

MCH-C?

E10  E11  E12 E13  E14 E15/16

Fig 1 : Diagramme de la neurogenese des neurones a MCgtig@nComparaison des pics de genése
des deux sous-populations MCH-A et MCH-B (d’aprés@&ioux, 2002).
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2.1.2 LES NEURONES A HYPOCRETINES/OREXINES

Dans cette zone a MCH, de nombreux corps celldgweducteurs d’autres peptides ont été
identifiés : c’est le cas des neurones productdesshypocrétines/orexines, peptides découverts
en 1998 simultanément par deux équipes qui les revemh hypocrétines-1 et -2 pour De Lecea
et al. et orexines-A et -B pour Sakureti al.. Ces neurones a hypocrétines étaient déja étudiés
avec des anticorps dirigés contre la prolactinen@viEn fait, notre équipe montrait 'année
suivante, que les neurones a hypocrétines/orexiaaontiennent pas '’ARNm de la prolactine

(Risoldet al., 1999).

En 1998, Peyroet al. ont établi une cartographie précise de la didtidbudes neurones a Hcrt
(corps cellulaires et fibres). Les périkaryons stodalisés dans l'aire de distribution des
neurones a MCH, exclusivement dans la région tlbé®a I'hypothalamus en arriere du noyau
paraventriculaire. La majorité des corps cellukisent observés dans les aires périfornicales
dorsales et latérales de I'hypothalamus. Quelquelules sont distribuées dans [l'aire
hypothalamique postérieure ou le noyau dorsomédian.

Ces neurones projettent de fagon diffuse dansdiebe du systéeme nerveux central, de maniere
similaire & la population de neurones a MCH. Aidsg neurones a hypocrétines innervent
'ensemble du manteau cortical. Certaines régi@sntéphaliques comme I'amygdale (aire
amygdalienne antérieure et noyau central), les uoyatéral et médian du septum, la bande
diagonale de Broca et les noyaux de la strie tealmjrsont trés innervées. L’hypothalamus est la
région diencéphalique la plus abondamment innentgess projections sont diffuses et
abondantes dans les régions préoptiques (aire fiy@epnédiane, noyaux préoptiques latéral et
magnocellulaire). Dans [I'hypothalamus antérieur,ulse les noyaux supraoptique et
suprachiasmatique ne sont pas innervés. Le noyiuwieur de I'hypothalamus est faiblement
innervé. Les noyaux paraventriculaire et dorsomédeapartie caudale du noyau ventromédian

et I'aire hypothalamique latérale sont riches dwef. Hypothalamus tubéral (noyau arqué),
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latéral (région périfornicale) et postérieur (noyawbéromamillaire et submamillaire) présentent
une forte densité de fibres Hcrt. Le thalamus est pnnervé. Les noyaux central,
paraventriculaire, subthalamique et subparafasgiieuét la partie rostrale de la zona incerta sont
les structures thalamiques les plus innervées.nEmfértains noyaux spécifiques du tronc
cérébral (noyau du tractus solitaire, locus coesylesubstance grise périaqueducale, noyau du
raphé) contiennent une innervation dense. La moép@iére présente une innervation
homogene et diffuse.

Les travaux d’Amiokt al. ont montré par la technigue du marquage au BrddJlegineurones a
hypocrétine sont générés entre I8t le 14™%jour de vie embryonnaire, avec un pic étroit au
122™ jour (Amiot et al., 2005). Comparés aux neurones a MCH, la populatenneurones a
Hcrt est générée en un pic étroit, suggérant qumjailation puisse étre plus homogene. Par

ailleurs, ce pic est encadré par les deux piceedese des neurones A et B a MCH (fig 2).

4+ moelle cortex cérébral

NN

MCH-A Hcert MCH-B

M E10-E12 (A-MCH)
E12 (Hert)
E12-E14 (B-MCH)

(d'apreés Amiot et al., 2005)

E11  E12 E13  E14 E15/16

Fig 2 : Diagramme de la neurogenese de I'hypothalamus.p@maison des pics de genése des
neurones a MCH et a Hcrt. (d’aprés Amgbal., 2005)
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2.2 LES PEPTIDES RF-AMIDE : DEPUIS FMRF...

Chaque membre de la famille des peptides a RFapudséde a son extrémité C-terminale le
motif aminoacidique Arg (R)-Phe(F)-NHa I'exception du peptide métastine chez les rorge
dont la séquence a I'extrémité C-terminale est am@ép des acides aminés Arg(R)-Tyr(Y)-NH
L’identification des différents peptides et I'ansd¢yde leur structure aminoacidique a I'extrémité
C-terminale indiquent que tous les peptides deamailfe RFamide semblent dériver d’un gene
ancestral commun. Alors que la séquence a l'extééaairboxy-terminale est conservée au cours
de I'évolution, les peptides a RFamide présentntontraire, une diversité remarquable dans la
séquence de I'extrémité N-terminale, conférantidassdifférents embranchements de peptides a
RFamide (fig 3) avec un panel d’activités biologiquaussi diverses. A I'heure actuelle, cing
embranchements de la famille des peptides a RFasoidieclairement identifiés : kisspeptines
(métastine), QFRP, LPXRFa (RFRP), NPFF et PrRP dOswl., 2006 ; Bechtold et Luckman,

2007).

Kisspeptin

PrRP group

group

Human
i Kiss1 Rat
Human gs;ge Kiss1
Rat PrRP
PrRP

Mouse
Kiss1

Carassius
PrRP

Bovine
QFRP

Human
26RFa/QFRP

Fugu

QFRP
(26RFa)

group

Rat
26RFa/QFRP

PQRFa

Zebrafish
PQRFa Mouse

QFRP
Rat

NPFF
Mouse

PQRFa NPFE

Bovine

(NPFF) NPFF

Rat
RFRP

Mouse
RFRP

Human

group Human RFRP
NPFF Bovine
RFRP
Lampray
PQRFa sparraw
_ Chicken Quail  GniH
Goldfish GnIH
Zebrafish GnlH
01 LPXRFa  oxrFa gé’g
LPXRFa
group

Fig 3 : Arbre phylogénétique non exhaustif des peptideariiffe chez les mammiféres et autres
vertébrés. La barre d’échelle fait référence adistance phylogénétique de substitutions de Odeaci
aminé par site. (Bechtold et Luckman, 2007).
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2.2.1 GENERALITES

L’histoire de la famille des peptides RFamide audélavec I'identification en 1977 du premier
membre composé de quatre acides aminés, appelé FRWF-Met-Arg-Phe-NH (Price et
Greenberg, 1977). Ce tétrapeptide a été isolé degligns du mollusqueMacrocallista
nimbosa. FMRF présentait une importante activité cardid@kice. En 1980, Boer a démontré
I'existence du peptide FMRF dans le systeme nenaantral de différentes espéces. Cette
découverte a suggéré l'existence d’'autres peptidekn famille a RFamide dans la totalité du
regne animal, mais surtout la mise en évidence;, lpopremiere fois, du réle du peptide FMRF
en tant que neuromédiateur/neurotransmetteur (Bbet., 1980). Cependant, dés 1981, la
spécificité des anticorps dirigés contre le peptiMRF est remise en cause. Des études
d'immunohistofluorescence sur le systéme nerveuatrakde rat ont été réalisées en utilisant des
anticorps dirigés contre une forme (Met-Enképhahmng-Phe) de la Met-enképhaline
structurellement proche du peptide FMRF (tableau I&€) marquage obtenu n’était pas si
différent de celui fourni par l'anticorps anti-FMRIEe marquage était d0 au fait que les
anticorps utilisés reconnaissaient tout peptidenalmséquence Arg-Phe-NH leur extrémité

C-terminale (Webeet al., 1981).

PEPTIDE SEQUENCE ESPECE
FMRF FMRF Nombreuses especes (dont rat)
Met-Enképhaline YGGFM rat
Met-Enképhaline-Arg-Phe YGGFMRF rat

Tableau 1 : Comparaison des séquences des peptitieE et Met-Enképhaline du rat. Identification
des réactions croisées apportées par les antiatiligés (d’aprés Webett al., 1981).

Des lors, cette notion d’aspécificité reconnueéacénsidérée comme outil pour I'identification
d’autres peptides a RFamide. En 1983, ces antiaorppermis a I'équipe de Dockray de mettre
en évidence, chez le poulet, un pentapeptide (LPLd®Rstituant la partie C-terminale de la
forme longue de la Met-enképhaline et dont I'atéibiologique n’a pas été corrélée avec celle

de la Met-Enképhaline (Dockrag al., 1983). En 1985, Yang al. ont mis en évidence un rle
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de peptides similaires a FMRF, dans I'analgésieitedpar la Met-enképhaline ou la morphine,
activité biologique différente de I'activité initement reconnue au peptide FMRF (Ya@l.,
1985a). Cette activité dans I'anti-nociception dgéoa permis l'identification de deux peptides
RFamide composés de 8 et 12 acides aminés (lespepiides NPFF et NPAF/NPSF) (Yagtg

al., 1985b). La méme année, les travaux de Kavaliersnis en avant I'action de FMRF dans
I'inhibition de la prise alimentaire induite soiaupla restriction alimentaire soit par la morphine
(Kavalierset al., 1985). Cette nouvelle découverte a été déterrtenpaur les recherches de
'implication d’autres peptides RFamide dans uneltimde de voies physiologiques, et en
particulier les voies relatives aux fonctions ligeda reproduction et a la lactation, avec la
découverte par Aarnisakt al. et par Hinumaet al. en 1998 de I'activité respective des peptides
NPFF et PrRP ‘prolactin-releasing peptide’ sur éarétion de la prolactine (Aarnisaéb al.,
1997 ; Hinumeet al., 1998). Hinumaet al. ont aussi identifié les récepteurs de peptideglépp
chez 'homme, peptides RFRP (hRFRP-1, hRFRP-2 tRHR3). Les récepteurs de ces
peptides, composés de 7 domaines transmembraedicesiplés aux protéines G, sont appelés
récepteurs OT7T022. lls présentent une tres fartediogie de structure avec le récepteur de la
prolactine et avec la famille de récepteurs auomptide Y (Hinumaet al., 2000). Le NPY est

un peptide ayant une séquence aminoacidique emn@atd tres proche de celle des RFamide,
puisqu’il s’agit du motif Arg(R)-Tyr(Y)-NH.

Un grand nombre de peptides RFamide ont été identf travers le regne animal, vertébré ou
non. Dans le génome du némat@ienorhabditis elegans, par exemple, il a été reporté plus de
50 peptides RFamide encodés par 20 genest(hi., 1999). Cependant, chaque espéece peut
présenter un nombre variable de peptides RFamiale20B0, seulement 2 génes encodant des
peptides RFamide étaient identifiés chez les maeresf A I'heure actuelle, de nombreux
peptides RFamide identifiés initialement chez ¢ees especes ont trouvé un homologue chez

au moins une autre espece.
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Lors de nos travaux, nous nous sommes intéresgésnaloranchements des peptides du groupe
LPXRF (ou X représente soit la leucine L, soit latgmine Q) et des kisspeptines dont

I'implication dans le contrble de I'axe gonadotra@pfait I'objet de tres nombreux travaux.

2.2.2 LES NEURONES METASTINERGIQUES

En 1999, Leet al. travaillaient sur la pharmacologie des réceptadasgalanine dans le cerveau
de rat, quand ils ont isolé ’ADN complémentairadentifié le géne d’'un récepteur couplé aux
protéines G, appelé rGPR54. Il présente une tmds fessemblance (45% d’homologie) avec la
famille de genes des récepteurs de la galaninde®é&echniques d’hybridatian situ, I'étude de

la distribution dans le systeme nerveux centrabaéalisée. Il est majoritairement exprimé dans
les noyaux amygdaliens (noyaux cortical et médiatiaimygdale) et hypothalamiques (noyaux
antérieur, dorsomédian et arqué, aire hypothalamigtérale). L'ARNm GPR54 est aussi
retrouvé dans le tronc cérébral (colliculus supgrisubstance grise périagueducale et noyau
parabrachial). En 2001, trois groupes distinctst vdentifier, de fagon fortuite, le ligand naturel
de ce récepteur. Ohtaki al. vont, en 2001, identifier chez 'homme, un récapteouplé aux
protéines G, appelé hOT7T175, et liant le peptsidéi de placenta humain et ayant un effet
inhibiteur de métastases de mélanomes malins hsir@diou son nom métastine (ou Kisspeptine
‘KiSS’ ; Lee et al., 1996). Ce récepteur présente une trés forte lamimlde séquence avec
GPR54. La méme année, un autre récepteur humapiécaux protéines G et activé par le
peptide KiSS, est découvert: hAXOR12 qui préseBt d’homologie de séquence
aminoacidigue avec le récepteur GPR54 (Maial., 2001). Toutes ces fortes homologies de
séquences indiquent que les récepteurs hOT7T1780ORA2 et rGPR54 sont homologues. lls
sont distribués dans de nombreux territoires carébr(cortex, amygdale, hippocampe,
hypothalamus, tronc cérébral et hypophyse) etitssg périphériques (placenta, pancréas et

foie). D’autres ligands du récepteur GPR54 vorg é&tentifiés par I'équipe de Kotani en 2001.
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Ces peptides dérivent d’'un précurseur commun deabides aminés et sont respectivement
composés de 54, 14, 13 et 10 acides aminés (Fits4pnt tous encodés par le géne KiSS-1 et
vont étre désormais appelés kisspeptines (Kogaral., 2001). Les kisspeptines humaines
possédent a leur extrémité C-terminale, le mot#s trconservé de 10 acides aminés
YNWNSFGLRF-NH. C’est cette séquence qui est responsable derkiction avec le récepteur
et donc, de I'activité biologique du peptide. Ladpeptine-10 (composée des 10 derniers acides
aminés du précurseur) est un limitateur de l'inmasiles trophoblastes villeux dans la paroi
utérine humaine pendant la grossesse, en partiquéiedant le 9 trimestre (Janneast al.,
2002 ; Bilbanet al., 2004 ; Teracet al., 2004). Ceci a conforté le role de la métastinesda
I'inhibition de la prolifération des cellules cameéses (Lee et Welch, 1997 ; Harmtsal.,
2003). Chez la souris, des travaux (Staffetdal., 2002) ont montré un homologue des

kisspeptines humaines dont la séquence ne diffquat d’'un seul acide aminé : la derniere

phénylalanine (...R-NH2) en C-terminale est substituée par une tym§inRY -NH,).

signal peptide

] 1 68 121 145
Kp-145 Sﬁ | L] [ 15.4 kDa
NH2 COOH
68 121
Kp-54, Metastin | Il | 5.9 kDa

1 121

Kp-14 i%l:i 1.7 kDa
1 1

Kp-13 ﬁ:i 1.6 kDa
11 121

Kp-10 ﬁ 1.3 kDa

Fig 4 : Représentation schématique des peptides métagtjnes produits & partir du précurseur de
145 acides aminés, la prépro-métastine Kp-145 (dsBilbanet al., 2004)

Chez 'lhomme, TARNmM des kisspeptines est retroabéndamment dans le systeme nerveux
central (hypothalamus et ganglions de la baseg®ftstructures périphériques (placenta). Des
2003, de nombreux travaux se sont orientés versdlendes kisspeptines dans les fonctions

neuroendocrines, en particulier sur le controld’aee gonadotrope (Funes al., 2003). Chez
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I’'homme, des études ont été menées en 2003 paoedral. dans une famille consanguine de
8 enfants dont 5 étaient atteints d’hypogonadismgpofionadotropique, déficience de la
sécrétion hypophysaire en hormones FSH ‘folliciestating hormone’ et LH ‘luteinizing
hormone’. Chez ces patients atteints, une mutatémns le gene codant pour le récepteur GPR54
était observée (De Rowet al., 2003). Cette mutation conduit a un récepteurfoantionnel, ne
pouvant lier les kisspeptines, a I'origine d’'uraret de puberté et d’un désordre de la fonction de
la reproduction. La kisspeptine-54, plus communéna@pelée métastine, et son récepteur ont
donc été pressentis pour étre les gardiens dédtioin de la puberté.

L’équipe de Seminara a confirmé ces précédentausawsur des souris invalidées pour le gene
du récepteur GPR54 (Seminataal., 2003). L'axe gonadotrope est gouverné par I'’harende
libération de la gonadotropine ‘GnRH’. Les travade Gottschet al. ont démontré que les
kisspeptines et leur récepteur étaient impliqués den circuit hypothalamique gouvernant I'axe
neuroendocrine de la reproduction. Cette équip&valé la distribution de TARNm KiSS dans
les territoires hypothalamiques impliqués dansulation de la sécrétion de la gonadotropine,
avec une localisation massive dans les noyauxam@gtral périventriculaire, périventriculaire et
arqué. D’autres cellules ont également été obserdéns le noyau préoptique antérodorsal. De
rares corps cellulaires ont été repérés dans lgaurode I'amygdale et de la strie terminale
(Gottschet al., 2004a). Une étude immunohistochimique a concleriéstribution des neurones
métastinergiques dans le cerveau de rat. Les pgoika marqués sont distribués essentiellement
dans le noyau arqué, le noyau dorsomédian, le npgsaventriculaire et le noyau du tractus
solitaire. Les fibres immunoréactives sont locagsdans le cerveau entier, avec une plus grande
densité dans le noyau de la strie terminale, leBegaventrale et dorsale du noyau latéral du
septum, les noyaux arqué, dorsomédian et parad&idhypothalamus, les noyaux habenulaire
et paraventriculaire du thalamus, la substance grisiaqueducale et les noyaux parabrachial et

du tractus solitaire (Brailoigt al., 2005).
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La méme année, le groupe de Messager a montréeguprdjections des neurones a GnRH
localisées dans I'éminence médiane exprimaientidslerface le récepteur a la métastine. Ceci a
suggéré une implication directe de cette dernierela sécrétion de la GnRH et a confirmé
I'hnypothése émise simultanément par De Roux et B&mi: le systeme métastine/GPR54 est
indispensable pour l'initiation de la puberté etdgulation du cycle estrien (Messager, 2005 ;
Messagekt al., 2005 ; Seminara, 2005 ; Seminara et Kaiser, 2005)

Cette distribution a soulevé un certain nombre pdtlgéses. Le noyau arqué contient d’autres
cellules producteurs d’autres peptides comme le NEBYAgRP ‘Agouti-Related Peptide’, le
peptide CART, le peptide POMC ‘proopiomélanocortipeecurseur des peptidesMSH et -
endorphine, et le peptide GALP ‘galanine-like pegti(Gottschet al., 2004b). Ces peptides sont
des acteurs majeurs du maintien de 'homéostastaboiue mais ont également des effets
importants sur la sécrétion de GnRH (Kadtaal., 1998). lls sont régulés par les hormones du
métabolisme via les capillaires fenestrés perm@&adnlx facteurs circulants (leptine, insuline et
hormone thyroidienne) (Shahabal., 2005 ; Fernandez-Fernandazl., 2006 ; Tena-Sempere,

20060b) (Fig 5).
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Fig 5 : Schéma illustrant les facteurs régulant I'actidiééla métastine (Dungahal., 2006).
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Chez des rats dont le métabolisme est perturbBdtdin I'expression de la métastine est altérée.
Des injections de leptine mais pas d’'insuline ssauifisantes pour restaurer une expression
normale (Castellan@t al., 2006b ; Hauge-Evanat al., 2006). De plus, I'administration de
métastine a des rats atteints d’'une mutation deptéar a la leptine provoque la sécrétion de la
gonadotropine LH (Seminara, 2006). La compilatienceés données indique que la métastine
agit de facon indépendante des taux de leptinategsafacteurs. Le systéme métastinergique est
aussi soumis aux influences des hormones stéroiesefirwig et al., 2004 ; Navarroet al.,
2004 ; Kinoshitaet al., 2005). L'expression des genes KiSS-1 et du récepGPR54 est
maximale lors du passage a la puberté. Elle esti aasiable chez la femelle adulte ou le
maximum d’expression est observé en diestrus die @gtrien. La métastine joue un réle majeur
dans le déclenchement de l'ovulation (Kinoslettal., 2005 ; Castellanet al., 2006c). Chez le
male comme chez la femelle, testostérone et casttiatlibent I'expression de la métastine des
neurones localisés dans le noyau arqué mais stitncgde des neurones du noyau antéroventral
périventriculaire. Ces considérations indiquaiemtétrocontrdle de la sécrétion de la métastine
par les hormones sexuelles, négatif dans le noygueaet positif dans le noyau antéroventral
périventriculaire (Smithet al., 2005a, 2005b ; Popat al., 2005 ; Dunganet al., 2006 ;

Franceschingét al., 2006 ; Gottsclet al., 2006) (Fig 6).
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Fig 6 : Schéma illustrant la régulation fine de I'axe giotaope (Dungauet al., 2006).
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Des ratons a I'approche de la puberté présentanplus grande sensibilité a des injections de
métastine pour la sécrétion de LH. Un certain dphiame sexuel est aussi observé dans cet
effet : les femelles y sont plus sensibles. Cepetda systeme métastinergique influence les
neurones secrétant la GnRH davantage par un inteme que par action directe (Castellaho
al., 2006a ; Nazian, 2006). Clarkson et Herbison oontmé que les noyaux antéroventral
périventriculaire et périventriculaire contenaigiiis de neurones métastinergiques chez les
femelles que chez les males (Clarkson et Herb2od6 ; Kauffmaret al., 2007). Or, seules les
femelles sont soumises a des variations hormorales le cycle estrien. Ainsi, il est sensé de
supposer que les neurones métastinergiques desuna@eroventral périventriculaire et
périventriculaire ne sont pas seulement impliquEssd’initiation de la puberté mais aussi dans
le cycle estrien pour la génération de la déchargevulatoire de GnRH de facon dépendante
des taux basaux de GnRH et sous l'influence desgestes (Smitlet al., 2006a, 2006b ; Roa

al., 2006 ; Tena-Sempere, 2006a ; Adagthal., 2007 ; Maedat al., 2007 ; Smith et Clarke,

2007 ; Yamadat al., 2007 ; Smittet al., 2008).

2.2.3 LES NEURONES A RFRP

Les peptides RFRP ‘RFamide-related peptides’ agpemént a une autre sous-famille des
peptides RFamide. Chez les mammiféres, les pepR#€¥ sont dénommés ainsi de par leur
séquence aminoacidique LPXRF ‘Leucine-Proline-XiAime-Phénylalanine’, ou X représente
soit la leucine L, soit la glutamine Q. Chez leseaux, le peptide RFRP posséde un homologue
dit GnIH ‘gonadotropin-inhibitory hormone’, d’apréson implication physiologiqgue dans

I'inhibition de la libération de la gonadotropine.
74 91 102 114 ]23 131 MNombreux mammiféres (homme 196aa)
82 o4 T 53 Oiseaux (173aa)

_82-94 11 I-1 5 Rongeurs (rat 203aa)

Fig 7 : Représentation schématique des différents pepR#E¥P/GnlH matures produits a partir du
précurseur prépro-RFRP/GnIH de différentes espéces.
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Leur découverte est récente, puisque la premiese em évidence de I'existence de ces peptides
RFRP/GnIH remonte a I'année 2000 (Hinumtaal.; Tsutsuiet al.). La majeure partie des
principales études fonctionnelles a été réaliséz ¢bs oiseaux. L’équipe de Tsutsui a été la
premiére & mener ces travaux avec la mise en éadgm premier dodécapeptide aviaire ayant
une extrémité C-terminale identique a celle destipep RFRP isolé chez les mammiferes
(Tsutsuiet al., 2000). En fait, chez les oiseaux comme chez esamiferes, plusieurs peptides
matures sont générés a partir d’'un précurseur TrigChez les oiseaux, Satake al. ont
caractérisé ces peptides matures denommeés GnlHl-BRL ‘GnIH-related peptide 1’ et GnIH-
RP2 ‘GnlH-related peptide 2. L'analyse des séqesnaminoacidiques des extrémités C-
terminales des 3 peptides GnlH a fait apparaitrdrée grandes similitudes avec celles des
peptides RFRP des mammiferes : GnlH, GnlH-RP1, RER®P RFRP-2 ont une extrémité C-
terminale LPLRF-NH, alors que GnIH-RP2 et RFRP-3 ont la séquence IRRR, (Satakeet

al., 2001). Les cellules contenant TARNmM de ces pigstisont localisées dans le diencéphale
des oiseaux, en particulier dans le noyau paracetdire. Des fibres immunoréactives étaient
retrouvées dans la couche externe de I'éminenceamedce qui a suggéré I'’hypothése du role
de ce peptide dans le contréle du systeme hypaotivakeypophysaire chez les oiseaux, et plus
spécifiguement sur la sécrétion de la gonadotrogirde la prolactine. En fait, chez les oiseaux,
ce peptide n’exercait un réle que dans linhibitaa la sécrétion de la gonadotropine, et a dés
lors été appelé GnlH ‘gonadotropin-inhibitory homed

De plus, la régulation de la sécrétion de la gotragime chez les oiseaux a été démontrée par
des mesures des taux d’expression du précurselt &différents temps de vie embryonnaire.
Ubuka et al. ont montré que I'ARNm du précurseur était expridis le 16™ jour de vie
embryonnaire et son taux augmentait jusqu’a I'éclosle I'ceuf. Bien qu’exprimé des E10 dans
certains corps cellulaires du noyau paraventriceanucune fibre immunoréactive n’est
observée dans I'’éminence médiane. Les premierdsobsrervées a E17, ce qui signifie que les

neurones GnlIH positifs n‘acquiérent leur fonctioimldgique qu’a I'approche de I'éclosion
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(Ubukaet al., 2003). Dés 2005, chez les oiseaux, un contrélla dégulation du systeme GnlH
par la mélatonine a été montré (Ubuled al., 2005). L'expression de GnIlH est
photopériodiqguement régulée : elle est accrue andgeéde jour court correspondant a une durée
allongée de sécrétion de mélatonine par la glandéale et les yeux. Dans le noyau
paraventriculaire, les neurones exprimant le pepBdIH expriment également un sous-type du
récepteur a la mélatonine, Me(Ubukaet al., 2005 ; Tsutsuet al., 2007). Ceci a suggeéré une
activité des neurones GnlH sous l'influence deemgs circadiens, et variable selon les saisons
(Leska et Dusza, 2007 ; Rewatlal., 2008 ; Gibsoret al., 2008). Un réle direct de GnlH sur les
gonades, a l'origine du contréle négatif sur 'gg@adotrope, a été suspecté (Bentewl.,
2008). En effet, des injections de GnlH inhibailentibération de gonadotropine et induisaient
une régression testiculaire associée a une redudéid’activité spermatique des testicules et une
suppression du maintien du plumage adulte, cheoideaux. Ainsi, le peptide GnIH a un réle
sur I'axe hypothalamo-hypophysio-gonadique maissiaus role sur les caractéres sexuels
secondaires (Ubukat al., 2006, 2008b). Cette observation a suggéré quetdes de
gonadotropines circulantes étaient directemenhwtrsement corrélés avec les taux de GnlH
hypothalamiques au cours du développement : uteféstux de GnlH permettrait une activité
positive de I'axe gonadotrope avec un développemermhal des caracteres sexuels secondaires.
Enfin, l'effet inhibiteur de GnIH sur l'axe reprodieur semblait aussi corrélé avec
I'environnement : en effet, il a été montré quetiess induit par la capture provoquait chez des
oiseaux, une augmentation des taux de GnlH (Gatlai, 2008) (Fig 8).

Le peptide GnlIH présente une trés forte homologies@juence en C-terminal avec NPFF, un
peptide RFamide ayant une activité dans la priseeataire (Panulat al., 1996). Un certain
nombre d’études se sont donc intéressées a unuéVedle de GnlH dans la prise alimentaire.
Tachibanaet al. ont été les premiers a montrer un effet orexigémide GnlH indépendamment
de l'axe hypothalamo-hypophysaire et des stérofkealels. Chez des oiseaux placés en

restriction alimentaire, une augmentation d’appetété observée de fagon concomitante a une
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réduction de I'activité sexuelle, alors que ceeeff'était pas observé chez des oiseaux élevés en
conditions normales. Cet effet a été corrélé aibacdu peptide orexigene NPY, et observé en

conditions physiologiques extrémes (Tachibetra., 2004, 2005, 2008).

| Environmental information, Social interactions |
w L_J
- -

- -
v v
Melatonin Stress hormons

Reproductive

Fituitary
Behavior

8 Gonadotropin

= synthesis,

@ ) release

*%' Organize

£ | Activate Sperm

= +

w2

E Egg

Gonads N _______ ;

Sex steroid Offspring |

S

synthems release

Sp-ermtogene.als
Oogenesis

Fig 8 : Représentation schématique des mécanismes daciaptation potentiels des neurones a
GnlH dans le contréle de I'axe gonadotrope et dopmmrtement. (Ubukat al., 2008).

Les peptides GnlH possédent des homologues chezadesniféres, appelés RFRP d’apres leur
séquence aminoacidique en C-terminal. Ainsi, undjrgombre de travaux se sont intéresseés a la
localisation et aux fonctions des peptides RFRPz das mammiferes. La premiére mise en
évidence de I'existence de ces peptides RFRP &eua méme année mais juste avant leurs
homologues aviaires (Hinunghal., 2000). En effet, Hinumet al. ont identifié, a partir de bases
de données, un ADN complémentaire chez I’hommeequaode une prépro-protéine a l'origine

de 3 peptides hRFRP-1, hRFRP-2 et hRFRP-3 (Figgeg).récepteurs OT7T022 de ces peptides
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ont des lors été isolés (Hinungaal., 2000). A partir des peptides synthétiques, o&fieipe a
montré I'existence de peptides RFRP chez d’auspéaes, bceuf, rat et souris. Les précurseurs
prépro-RFRP ont une taille variable, de 188 acmlamés chez la souris a 203 acides aminés
chez le rat. Les 3 peptides isolés chez 'lhommeam pas tous présents chez d’autres especes,
plus particuliéerement le peptide mature RFRP-2 ratbsbez le rat et la souris. Chez le rat,
'ARN messager codant pour RFRP a été mis en égaatans deux territoires, I'ceil et
I’hypothalamus, et plus particulierement dans leauwo périventriculaire et entre les noyaux
dorsomédian et ventromédian (Hinuneh al., 2000 ; Fukusumiet al., 2001). L’'aire de
distribution des neurones contenant TARNmM RFRResié jusque dans l'aire hypothalamique
latérale. Chez la souris, les neurones RFRP-postht localisés dans le noyau dorsomédian,
I'olive supérieure latérale et le noyau du tractoktaire (Ukena et Tsutsui, 2001).

Dans le noyau périventriculaire, des neurones dopagiques sont présents et impliqués dans
le contrbéle de la sécrétion de la prolactine : 7d&tmtre eux expriment également le récepteur
aux peptides RFRP. L’équipe d’Hinuma a montré @sepleptides RFRP étaient impliqués dans
la régulation de la prolactine d’'une facon difféeerle la régulation par PrRP. RFRP-1 ne
stimulait pas directement la sécrétion de prolactmais alterait la libération de dopamine dans
le systeme-porte hypothalamo-hypophysaire (Samasah, 2003). Cette donnée était en accord
avec les travaux réalisés par I'équipe de Koda thegenouille. En effet, cette équipe a été la
premiere en 2002 a isoler le premier peptide RARE ta grenouille, f{GRP ‘frog GH-releasing
peptide’, localisé essentiellement dans l'aire alepimédiane, l'aire préoptique et le noyau
suprachiasmatique. Des fibres immunoréactives $ocdlisées dans I'éminence médiane,
suggérant un role dans la libération des hormogpeghysaires (gonadotropines, prolactine et
hormone de croissance) sans présenter de dimorplisruel (Kodat al., 2002 ; Ukenat al.,
2002, 2003 ; Osugit al., 2004). Basée sur les recherches précédentedemvdidférents roles
potentiels des peptides RFRP, une étude s’estéssdee plus particulierement au peptide

RFRP-3 qui partage une tres forte homologie deesgmps en C-terminal avec le peptide GnlH
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et aussi avec un autre peptide de la famille RFarajgpelé NPFF ‘neuropeptide FF'. Ce dernier
est impliqué dans la modulation de la douleur (&iwl., 2001, Pertovaaret al., 2005) et la
régulation de la prise alimentaire (Paneal., 1996). Les équipes de Yoshida d’'un coété, et de
Yano de l'autre c6té, ont démontré en 2003 qupdgrides RFRP-3 et NPFF étaient exprimés
dans des populations différentes de neurones eligméis dans des voies fonctionnelles
différentes (Yanat al., 2003 ; Yoshidat al., 2003). Ainsi, des peptides avec des séquences tre
proches exercaient un réle différent selon descespaifférentes.

En 2006, I'équipe de Kriegsfeld a été la premieasrement identifier et localiser le systeme
RFRP chez les mammiferes, précisément chez le baridlie a établi une cartographie détaillée
des cellules contenant le peptide RFRP. Les calhglaires étaient concentrés exclusivement
dans le noyau dorsomédian. Les fibres RFRP-posigt@ent distribuées dans tous les territoires
ou sont concentrés les neurones et les fibres aHGARsavoir le septum médian, la bande
diagonale de Broca, I'aire préoptique et I'hypoétmalis antérieur (et plus particulierement dans
le noyau arqué). Cette distribution suggérait dancréle direct des neurones RFRP sur les
neurones a GnRH. Cette étude a aussi montré que d&8¥meurones a RFRP exprimaient
également le récepteur aux estrogenes.HERétait la premiere fois qu’'un role des neurones
RFRP dans les fonctions neuroendocrines étaitiéthbl les mammiferes. Des injections du
peptide RFRP inhibaient la libération de LH médiée les neurones a GnRH, ce qui suggérait
également un réle neuroendocrine direct sur 'hyaysp (Andersoret al., 2005). De plus, ce
réle était sous linfluence des hormones sexudhkegegsfeld, 2006 ; Kriegsfeldt al., 2006 ;
Bentley et al., 2006a, 2006b ; Maddinert al., 2008 ; Murakamkt al., 2008 ; Smithet al.,
2008 ; Ubukaet al., 2008a) et associé au développement des caradexegls secondaires
(Johnsonet al., 2007) : le peptide RFRP-3 était responsable dié&rehtes actions sur les
systemes liés a la reproduction et a 'homéostamabolique. Son réle semblait primordial
dans l'inhibition de I'axe reproducteur liée a dats pathologiques du métabolisme (obésité ou

cachexie).
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3 BUT DU TRAVAIL : HYPOTHESES ET OBJECTIFS

Les travaux présentés dans ce mémoire sont nég daifaboration avec le Pr F. Pralong du
centre hospitalier de Lausanne, et dont le but é&ude de la distribution de la métastine,
membre de la famille des peptides a RFamide. Ljmuwu Pr Pralong s’intéressait a la
caractérisation du role des récepteurs au NPY tharontrole de I'axe gonadotrope apres
injection de leptine a des souris invalidées pewécepteur Y1 (Pralong al., 2002). L'intérét
suscité par cette collaboration s’est accru lorsqoes nous sommes rendus compte que le
peptide métastine était possiblement présent dessieurones bordant la ‘zone a MCH’. Nous
devions dans un premier temps réaliser une capbgralétaillée du peptide métastine et de son
ARNmM dans le cerveau de rat, en utilisant I'anfisodirigé contre la métastine humaine (hMet)
et commercialisé par Phoenix Pharmaceuticals. 8eitrétait le préalable a une étude plus
importante destinée a comprendre les interactiotre ées systemes NPY, métastine et GnRH
dans I'hypothalamus, notamment pour l'initiationldgouberté. Puis chez des animaux NPY1

il était proposé d’analyser les causes du retarth geiberté (Pralongt al., 2002) et de vérifier
I'intégrité du systeme métastinergique chez cemaunk mutants. Deux événements imprévus
nous ont conduits a réorienter notre problématipieecherche. Le premier est que les résultats
initialement observés par I'équipe du Pr Pralongceonant le retard de puberté des animaux
NPYZ1/. n'ont pas été retrouvés. L'explication a été uéeve génétique de la lignée. Le second
est que la cartographie obtenue présentait undarshomologie avec la distribution d’un autre
peptide de la famille RFamide, RFRP/GnlIH, réalipae'équipe de Kriegsfeld en 2006 sur le
cerveau de hamster en utilisant un anticorps doaydre le peptide GnlH d’oiseau. Et un certain
nombre de confusions sont apparues : comment ynggmn de neurones peut-elle exprimer
deux peptides de la méme famille et dont les astemnt opposées ? Ainsi, il nous est apparu
essentiel de vérifier dans un premier temps sinkgones producteurs du peptide métastine,
rapporté dans la littérature pour son activité vattice de la reproduction, produisaient

également le peptide RFRP a action opposée. Unicerombre de travaux ont été menés en
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utilisant un anticorps commercial dirigé contreni@tastine humaine (hMet). Des interactions
croisées de l'anticorps hMet sont apparues avegtr@'a peptides de la famille RFamide, et
notamment avec RFRP, de par leur extrémité C-talmitres proche. Trés peu de données
concernant une distribution rigoureuse de ce pepitdient disponibles dans la littérature. Tout
ceci nous a ainsi conduits a réaliser une cartbigaprécise et spécifique de la distribution de
'ARNmM RFRP.

Par ailleurs, les travaux parallelement menés dcworddoire concernent ['organisation
anatomique et I'ontogenése de deux populationsedeones respectivement productrices des
peptides MCH ‘melanin-concentrating hormone’ et dgngtine/orexine. L’aire de distribution
de MCH ou ‘zone a MCH’ est assez étendue, deddiees les plus latéraux jusqu’aux territoires
les plus proches du troisieme ventricule. Par comipan, les neurones a RFRP sont observés
occupant des territoires les plus médians de cenque appelons la ‘zone a MCH'. Ainsi le
projet de ma these a été réorienté afin de terdecadactériser cette nouvelle population de
neurones vis-a-vis des neurones a MCH et a Hat dtudier le développement ontogénétique,
d’identifier certaines de leur innervation potelieet de vérifier I'implication de ces neurones

dans des réponses expérimentales en rapport awegire de distribution et leurs connexions.

Le développement de la population de neurones aPR&Rté réalisé par des injections de
bromo-désoxyuridine (BrdU) a des femelles a difié&setemps de gestation. Le BrdU est un
analogue de l'uridine qui s’incorpore a I'ADN desllules en phase S du cycle cellulaire.
Combiné a des techniques d’hybridationsitu pour RFRP, le BrdU a permis de suivre la
neurogenése de ces neurones. Dans le méme tenspéfudies d’hybridatiomn situ ont été

réalisées sur des cerveaux d’embryons (E18 a B2@¢ gunes ratons (PO a P15) pour suivre
I'évolution de la distribution des corps cellul@ra RFRP, c'est-a-dire déterminer le stade

d’acquisition du phénotype chimique définitif.
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Enfin, des études par la technique de tracageaes werveuses ont été menées afin d’'identifier
certaines des connexions (afférences et efférenlassheurones a RFRP, et des variations des
taux d’ARNm RFRP ont été recherchées par RT-PCRi-qaantitative chez des animaux

soumis a un stress aigu ou a une privation de iortgr
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1 MATERIELS D'ETUDES ET CONDITIONS EXPERIMENTALES

11 ANIMAUX

L’ensemble des expérimentations a été realisé sgr rdts de la souche « Long-Evans »
(laboratoires Charles River). Les animaux ont d&¥és dans des conditions d’éclairement

standard (cycle 12 h jour / 12 h nuit) avec boissiomourriture a volonté.

1.1.1 DIFFERENTS TYPES DE MATERIEL ANIMAL

Les études histologiques ont été effectuées suraiemdultes males (n=15) pesant 250 a 300 g

ou femelles (n=6) dont le stade du cycle estriétéaléterminé par frottis vaginal (voir ci-apres).

Les études de développement ont été realiséestia ges foetus issus de femelles gestantes
(n=6), depuis le 18* jour de vie embryonnaire (E18) jusqu’a la naissargt sur des rats

nouveau-neés (n=10) depuis leur premier jour d€R@ jusqu’a leur sevrage (P30).

Les études fonctionnelles ont nécessité l'utilmatde rats males adultes pesant 250 a 300g
(n=33) répartis en 4 lots expérimentaux :

- « contrdle » (nourriture et boisson a volont&9qn

- « confinement » (cage de confinement pendant(8+1)3)

- « restriction alimentaire » (pas de nourrituragent 48 h) (n=6)

- « réalimentation » (réalimentation de 3h aprétriction alimentaire de 48h) (n=5)

1.1.2 DETERMINATION DU STADE DU CYCLE ESTRIEN

Le cycle de la rate est un cycle court de 4 jocasactérisé par une polyovulation et composé de

4 stades. Chaque stade est caractérisé par desdgihdaires particuliers (Fig 9), observables
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apres coloration de Harris-Shorr (Shorr, 1941 ;ahamwlaou, 1942). La kératinisation cellulaire
s'observe grace a des techniques de coloratiofé&elitielles basées sur des variations d’affinité

tinctoriale des cellules.

".

b

Cellule basale cellule intermédiair cellule kératinisée palgieaire neutrophile

Fig 9 : Photographies des différents types de cellulesepté dans des frottis vaginaux aprées
coloration de Harris-Shorr au cours des stadeydie estrien chez la rate.

On peut donc facilement distinguer les 4 phasesydie estrien (Fig 10), d’apres la taille, la
forme et la couleur des cellules :

- proestrus (Fig 10, A) : c’est a ce stade quadalfestrogenes est observé. Le frottis est dominé
par la présence de grosses cellules basophildalésebasales) et de cellules intermédiaires. En
début de phase, quelques cellules polynucléairesaphiles peuvent étre observées. En fin de
phase, quelques cellules kératinisées apparaissent.

- cestrus (Fig 10, B) : l'ovulation a lieu a ce statle frottis est composé d’'un nombre tres
important de cellules kératinisées acidophiles.

- diestrus 1 ou metestrus (Fig 10, C) : c’est lanfation du corps jaune. Les cellules basales et
les cellules polynucléaires neutrophiles réappseais Quelques cellules intermédiaires de petite
taille sont observées.

- diestrus 2 (Fig 10, D) : le frottis est pauvreaatlules. C’est le stade de ‘repos sexuel’. On
retrouve de petites cellules intermédiaires, quedocellules basales et quelques polynucléaires

neutrophiles.
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Fig 10 :Photographies de frottis vaginaux aprés coloradeiarris-Shorr au cours des 4 stades du
cycle estrien chez la rate.

1.1.3 DETERMINATION DES STADES FETAUX
Les stades faetaux ont été détermines par frotjmah(Fig 11). Les femelles sont placées avec
les males le soir, et le frottis est realisé ledmain matin : la présence de spermatozoides
indique que la femelle est a son premier jour detag@n noté EO ; les faetus étant dans leur
premier jour de développement embryonnaire. Leslies sont placées de nouveau avec les

males le soir-méme si le frottis du matin s’esgténégatif.

b

Fig 11 :Photographies de frottis vaginaux positif (A) égatif (B). A noter la présence de

spermatozoides en A.
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1.2 TISSUS HUMAINS

Les tissus humains utilisés proviennent de cobestiobtenues lors de précédents travaux
(Brischouxet al., 2002). lls ont été obtenus, lors d’autopsiesiséat par I'intermédiaire du Dr
Viennet, praticien hospitalier au laboratoire « fomaie Pathologie » du Centre Hospitalier
Universitaire de Besancon. Les préléevements ontréaéisés, entre 1997 et 1999, sous la
responsabilité du service hospitalier concernéaasde respect des procédures réglementaires en
vigueur en France.

Les tissus sont deux hypothalamus prélevés 10t 30 h apres les décés d’'une femme agée de
30 ans et décédée d'une hémorragie hépatique &uiteaccident de voiture, aprés deux jours

d’hospitalisation, et d'un homme agé de 77 angeédé d’'un cancer généralisé.

2 METHODES DE FIXATION DES CERVEAUX

2.1 FETUS

Une anesthésie profonde des femelles gestantagaisiée par une injection intrapéritonéale
d’'une solution d’hydrate de chloral* 7% (dose létde 1mL pour 200g de poids corporel). La
cavité abdominale est incisée de fagcon a en eattas cornes utérines. Ces derniéres sont
déposées dans des boites de Pétri contenant urt@msgbhysiologique, afin d’extraire et de
dégager les embryons de leurs enveloppes. Les engppnt alors décapités et seules les tétes
sont fixées par immersion dans une solution defpamaldéhyde* (PFA) 1% dans du tampon

phosphate* 0,1M pendant 24 h a 4°C.
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2.2 NOUVEAU-NES ET JEUNES RATS

Les nouveau-nés et les jeunes rats (jusqu’a P3)demapités sans anesthésie. Les cerveaux sont
extraits délicatement des boites craniennes es fpa@ immersion dans une solution de PFA

1%dans un tampon phosphate 0,1M pendant 24 h a 4°C.

2.3 RATS ADULTES

Les rats adultes (depuis le stade postnatal P3@)es@sthésiés par une injection intrapéritonéale
d’'une solution d’hydrate de chloral 7%. La cagerdlomue est incisée et le cceur est dégage.
L’oreillette droite et le ventricule gauche sonhdes. Une canule est introduite a I'intérieur du
ventricule jusqu’a remonter dans l'aorte ascendddie solution physiologique est injectée a
I'aide d’'une pompe péristaltique pour rincer leei@s vasculaire. Les tissus dont le cerveau sont
alors fixés par la perfusion d’'une solution de frraaldéhyde PFA 1%. Une fois fixé, le
cerveau est extrait délicatement de la boite cnéweiele I'animal et post-fixé toute la nuit dans le

méme fixateur.

2.4 HYPOTHALAMUS HUMAINS

Les hypothalamus fraichement prélevés ont été ig@sermmeédiatement dans le liquide de
Bouin* pour étre fixés pendant 4 jours. Chaque llyplamus a été découpé en deux demi-

hypothalamus symétriques de part et d’autre dsigwie ventricule.

3 PREPARATION DU MATERIEL HISTOLOGIQUE

3.1 COUPES AU CRYOSTAT (HYPOTHALAMI DE RAT)

Apres la postfixation, les cerveaux ont été immgrgans une solution cryoprotectrice de

saccharose* 15% dans du tampon phosphate 0,1M pe@dah a 4°C. lls ont ensuite été
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congelés dans la glace carbonique et stockés & #i8tu’a la coupe au cryostat. Enfin, ils ont
été débités en coupes sériées de 10um d'épaiggeupérées sur lames gélatinées qui sont

conservées a -40°C jusqu’a leur utilisation.

3.2 COUPES FLOTTANTES AU SLICER (HYPOTHALAMI DE RAT)

Les cerveaux ont été traités comme décrit dansatagpaphe précédent. Les cerveaux sont
découpés en trois blocs (antérieur, central etépiestr). Aprés congélation, chaque bloc a été
débité au slicer en quatre séries de coupes femntdd 30um d’épaisseur. Les coupes sont
plongées dans des boites alvéolées contenant uumosode PBS simple/glycérol/éthyléne

glycol (2V/1V/1V) pour leur conservation au froieRQ°C). Les coupes sont rincées dans une

solution de PBS simple avant leur utilisation.

3.3 COUPES A LA PARAFFINE (HYPOTHALAMI HUMAINS)

Apres 4 jours de fixation dans le liquide de Boues demi-hypothalami sont déshydratés par
des passages successifs dans des bains d’éthatitoé deoissant (1 bain a 70°, 2 bains a 95° et
3 bains a 100°) et de deux bains de butanol. lWisioh des blocs a été réalisée dans la paraffine
(Paraplast) selon les techniques histologiques classiquest@iéaet Martoja-Pierson, 1967).

Les blocs ont ensuite été débités en coupes femti 5-7um d’épaisseur, étalées sur lames
recouvertes d’eau gélatinée sur platine chauffarte50°C). Les lames ont ensuite été séchées
en étuve (40°C) pendant au moins une nuit et ceéesra température ambiante au sec jusqu’a

leur utilisation.
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4 COLORATION AU BLEU DE TOLUIDINE 1%

La coloration des coupes adjacentes aux coupédasaen immunohistochimie et/ou hybridation
in situ permet I'analyse de la cytoarchitecture du tisfin de faciliter la localisation des

différentes populations de neurones immunoréadtifserét.

Le bleu de toluidine est un colorant de la chron@tdes nucléoles et des corps de Nissl. Les
coupes sont plongées dans deux bains successiis digtiliée pour dissoudre les sels. Des bains
d’alcool de titre croissant (95°, 100° et 100°) tspFalisés pour la déshydratation des coupes,
avant d’'étre délipidisées dans trois bains sudsedsixyléne. Les coupes sont réhydratées dans
des bains d'alcool décroissant puis d’eau distiéléant d’étre plongées dans le colorant bleu de
toluidine a 1% pendant 20 s. L’'exces de colorahgksiné dans des bains d’eau distillée. La
coloration est difféerenciée dans des bains sudsessialcool 70° et 95° contenant
éventuellement quelques gouttes d’acide acétitmeualité de la différenciation est déterminée
de fagcon subjective. Aprés avoir été déshydratées des bains d’alcool 100° et de xylene, les

coupes sont montées de facon permanente dansna nésurelle baume du Canada.

5 INJECTION DE 5-BROMO-2’-DESOXYURIDINE

Le 5-Bromo-2’-désoxyUridine (BrdU) est un analogleel'uridine qui s’integre, par substitution

a la thymidine endogéne, a ’ADN des cellules enstbn lors de la phase S du cycle cellulaire,
et ce pendant le laps de temps de 30 min a 2 larguson injection par voie intrapéritoneale. Il
est dés lors possible de déterminer la date desarais ou de derniere mitose des neurones
concernés en suivant par détection immunohistocju&jila concentration en BrdU dans les

noyaux des neurones l'ayant incorpore.
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Des femelles gestantes (entre E11 et E16) ontwswubinjection intrapéritonéale d’'une solution
de BrdU préparée selon la méthode décrite par Market Swanson (1997) [150mg de BrdU

(Sigma) par kg de poids corporel, dissout danssohgion de NaOH 0,07M chauffée a 65°C].

6 TRACAGE DES VOIES NERVEUSES

Fluorogold (FG).Ce marqueur fluorescent de type rétrograde egirpocé par les

terminaisons axonales des neurones et va s’'accurdates les corps cellulaires. Dans notre
étude, ce traceur a été injecté par voie vascuédired'identifier les neurones projetant dans

I'éminence médiane.

Les animaux ont été anesthésiés par injection nmisgulaire d'un mélange de kétamine*

(Imalgen® 1000, Merial) et de xylasine* (Romplr2%, Bayer). Ensuite, ils ont recu une

injection de 700uL de solution de FG (4mg/700uL)sdkes veines jugulaire ou fémorale. Aprés
10 jours de survie, les animaux traités ont ét&thgsiés par une injection intrapéritonéale d’'une
solution d’hydrate de chloral 7%. Les cerveauxerés ont été fixés dans une solution de PFA

1%, comme décrit précédemment (paragraphe 2.3).

Phaseolus vulgaris leucoagglutinin (PHA-L, Vector)Ce marqueur est un traceur intra-

axonal antérograde qui est capté au niveau des cafulaires des neurones et des dendrites

puis transporté jusque dans les terminaisons ngegeu

Les animaux traités ont été anesthésiés par umeetimy intramusculaire d’'un mélange de
kétamine* (Imalgen® 1000, Merial) et de xylasine* (Rompur2%, Bayer), et placés dans un
appareil de stéréotaxie. Les coordonnées stéréoisides sites d’injection ont été déterminées
d’apres l'atlas de PAXINOS et WATSONé(‘?édition, 1986). La peau du crane des animaux est

incisée ainsi que le périoste pour laisser appar#at boite cranienne. Le point de référence
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Bregma est alors visible. Une premiére ouverturdadboite cranienne est réalisée 6 mm en
avant du bregma pour mettre en évidence le poimtespondant au O antéropostérieur
matérialisé par la dépression entre le cortex pnédit et les bulbes olfactifs. Cette premiére
fenétre est indispensable pour une prise de coosgdpstéréotaxique tres précise. Une seconde
fenétre est ouverte autour du point correspondante@placement de la coordonnée
stéréotaxique recherchée. La dure-mere y est mcig@ur permettre linsertion d’une
micropipette contenant le traceur suivant les ooonées d’injection calculées
(antéropostériorité, latéralité et profondeur).nigiction est réalisée de facon iontophorétique

selon le mécanisme 7s ON / 7s OFF a 5y A pendamti20

Apres l'injection, I'animal est replacé dans saedqgsqu’a sa récupération pendant 15 jours,
temps nécessaire pour le transport du PHA-L. Easli#gnimal est anesthésié par une solution
d’hydrate de chloral 7%. Le cerveau est alors fi#é une solution de PFA 1% selon la méthode

décrite précédemment (paragraphe 2.3).

La qualité des marquages antérograde et rétrogaadli® réalisée par observation de coupes
sériées de cerveau (cryostat) au microscope aeBiluence (Olympus BX51). La localisation
précise des neurones ayant internalisé le trac&té aéterminée par I'observation des coupes

voisines colorées au bleu de toluidine.

7 TECHNIQUES D'IMMUNOHISTOCHIMIE

7.1 ANTICORPS UTILISES

Les anticorps primaires utilisés dans cette étodé repertoriés dans le tableau 2.
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Tableau 2 : Caractéristiques des anticorps prirmaitiisés.
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7.2 METHODES D'IMMUNOFLUORESCENCE INDIRECTE

Les coupes réalisées au cryostat et conservee®°&€ -gdont réhydratées dans du tampon
phosphate contenant 0,3% de Triton X100 (PBS-Tfjtgpendant 10 min a température
ambiante. Les coupes a la paraffine doivent étpgamdéfinées et réhydratées avant toute
utilisation. Pour cela, elles sont plongées damis trains successifs de xyléne (qui solubilise la
paraffine) et 4 bains d’éthanol de titre décroisg@nbains a 100%, 1 bain & 95% et 1 bain a
70%) de 10 a 15 min chacun. Elles sont ensuiteekapéndant 1 h a I'eau courante et finalement
perméabilisées dans une solution de PBS-Tritonguerith min.

Les coupes sont ensuite incubées une nuit a tetopgrambiante, en chambre humide et a
I'obscurité, avec l'anticorps primaire a la diluti@t dans le diluant appropriés. Les anticorps
polyclonaux sont préparés dans un diluant contedesitlactoprotéines afin de saturer les sites
de liaison aspécifique, alors que les anticorpsanlmmaux sont préparés dans du PBS-Triton.
Les coupes sont ensuite rincées deux fois 10mia darPBS-Triton avant d’étre incubées 1 h a
température ambiante, en chambre humide et a Imitdécen présence de I'anticorps secondaire
conjugué au fluorochrome approprié a la dilutionlé#00. Finalement, les coupes sont rincées
puis montées dans une solution de PBS-Triton/giyediV/V) pour permettre leur observation
en microscopie a fluorescence.

Pour les coupes flottantes, le protocole précédsniégerement modifié. Le temps d’incubation
avec l'anticorps primaire est de 48 h sous agitatidanticorps secondaire est incubé toute la
journée sous agitation. Anticorps primaires et sdages sont beaucoup plus dilués que pour les
coupes sur lames (cas de l'anticorps anti-KP10&diu 1/4000 pour coupes sur lame et 1/8000
pour coupes flottantes). Les coupes sont ensuitgées toute la nuit dans une solution de PBS

simple avant d’étre montées sur lame et séchées.

55



7.3 METHODE AUX COMPLEXES PEROXYDASE-ANTIPEROXYDASE

Cette technique est découpée en trois phases. dmigre étape (incubation avec I'anticorps
primaire) ne differe pas de la méthode de I'immiluarescence indirecte. Apres avoir été
incubées toute la nuit (coupes au cryostat) ou 4&hbpes au slicer) avec I'anticorps primaire,
les coupes sont rincées dans deux bains de PB&@ir@ndant 10 min chaque bain. L’anticorps
secondaire de chevre anti-lapin non conjugué (d@ilu&/200) est ensuite déposé et incubé sur les
coupes pendant 1 h (coupes au cryostat) a tempg&ratubiante ou toute la journée sous
agitation (coupes au slicer). Les coupes sont snsincées dans trois bains successifs de PBS
simple avant d’étre incubées avec les complexesxpdase-antiperoxydase (dilués au 1/200)
pendant 1 h (coupes au cryostat) ou toute la ouis sigitation (coupes au slicer). Des ringcages
dans des bains de PBS simple sont nécessaired’@liiminer I'exces de complexes PAP non
fixés. La derniére étape de cette méthode condarrévélation par la précipitation d’'un dérivé
oxydé de la diaminobenzidine (DAB). Les lames splingées dans une solution de PBS
contenant 0,05% de DAB, a laquelle est ajouté amiele moment 0,01% d’eau oxygénée,
substrat de la peroxydase. Le contraste des ptéperast accru par passage tres bref dans une
solution d'acide osmique (OgDa 0,01%. Lorsque le marquage est jugé satisfaigpres
observation au microscope, les coupes sont rinGd&au courante pendant 30 min,
déshydratées dans des bains d’éthanol de titresamt (70%, 95%, 2x100%) pendant 3 min

chacun, avant d’étre montées au baume du Canada.

7.4 DETECTION DU BRDU

Le protocole classique dimmunohistochimie décrieggdemment a été modifié pour la
détection du BrdU. En effet, le BrdU incorporé ADN est localisé dans le compartiment
nucléaire. Un démasquage des sites antigéniquésames moins accessibles aux anticorps est

donc nécessaire.
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Ce démasquage est réalisé par hydrolyse acideutensolution d’HCI* 1N a 65°C pendant 5
min. Les coupes sont ensuite rincées dans du tanmB® simple* deux fois 10 min a
température ambiante. Une perméabilisation desesoapt réalisée dans un bain contenant du
PBS-Triton pendant 30 min. Enfin, les coupes soisema incuber dans I'anticorps primaire
anti-BrdU toute la nuit. Le marquage est révélé pamunofluorescence indirecte avec

I'anticorps secondaire d’ane anti-souris conjuglee @anine 3 (DAM-CY3, dilué au 1/400).

7.5 METHODES DE DOUBLE MARQUAGE

Cette technique est basée sur la combinaison detdehniques d’immunodétection permettant
la mise en évidence de colocalisations de marqpeptides, récepteurs,...) au sein d'une
méme cellule ou la juxtaposition des marquages damserritoire commun mais dans des
cellules différentes (mise en évidence de plusipoulations de neurones, relation entre des
fibres nerveuses et des corps cellulaires de degmxilations neuronales différentes,...). Les
protocoles sont les mémes mais les anticorps mémaipour la recherche des différents
antigénes- doivent étre issus d’espéces différeatdss fluorochromes conjugués aux anticorps

secondaires sont différents.

7.6 OBSERVATIONS, ACQUISITIONS ET TRAITEMENT DES IMAGES

L’observation des coupes par fluorescence a ét&sééagrace au microscope Olympus BX51
associé a la caméra Olympus DP50 et a la sourcéludeescence Olympus U-RFL-T.
L’acquisition des images a été effectuée avecdiciel AnalySIS’ 5.1 (Soft Imaging System).
Les images ont ensuite été importées dans lesiétsyizdobe lllustratdt et Adobe Photosh&p

pour le traitement (amélioration du contraste).
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8 TECHNIQUES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

8.1 CONSTRUCTION ET SYNTHESE DES RIBOSONDES rRFRP, rMET ET

SMET

8.1.1 PRELEVEMENT DES CERVEAUX ET EXTRACTION DES ARN
TOTAUX HYPOTHALAMIQUES
Les animaux ont été sacrifiés par décapitation.deggeaux ont été immédiatement prélevés par
exérese, et I'hypothalamus isolé par 2 sectiongdies, rostrale au niveau du chiasma optique et
caudale au niveau des corps mamillaires, par wteseorizontale au niveau de la commissure
blanche antérieure, et par 2 sections sagittalesivaau des sillons hypothalamiques latéraux

(fig 12).
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Fig 12 : Représentation schématique de la dissection dgdthalamus sur une coupe sagittale
médiane de cerveau de rat.

Les hypothalami obtenus sont placés dans des Ejyndorf de 1,5 mL contenant 1 mL d’'une
solution dénaturante de Trizol afin de chélatemiaximum de protéines dans le broyat. Les
tubes sont incubés a température ambiante pendairt puis centrifugés a 12000g pendant 10

min a 4°C. Le surnageant est récupéré et les ARAaltosont extraits par 0,2 volume de
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chloroforme. Aprés incubation a température ambialds tubes sont centrifugés a 12000 g
pendant 15 min a 4°C. A la phase aqueuse récuEseajouté le méme volume d’isopropanol :
les ARN sont précipités a température ambiante gr@ntd min. Les ARN totaux précipités sont
culotés par centrifugation a 12000g pendant 10 aniC. Le culot d’ARN obtenu est séché a
température ambiante, lavé dans une solution diéth&d° et centrifugé a 7500g pendant 5 min
a 4°C. Le culot d’ARN est séché a température antbiat repris dans 50uL d’eau ultrapure

stérile toute la nuit a 4°C.

8.1.2 DOSAGE DES ARN TOTAUX D'HYPOTHALAMUS DE RAT

Les ARN totaux en solution sont dosés apres diluéio 1/100 et 1/200 dans de I'eau ultrapure
stérile. Le rapport d’absorbancegsfAgo est un indicateur de la pureté des ARN extrasfd :
est inférieur a 1.8, alors des protéines ont édepées apres I'incubation dans le chloroforme.

Les ARN totaux sont stockés sous forme d'aliquiat @ncentration de 1ug.ftL

8.1.3 TRANSCRIPTION INVERSE DES ARN TOTAUX (RT-PCR OU
‘REVERSE-TRANSCRIPTASE POLYMERASE CHAIN

REACTION’)

Avant de réaliser la transcription inverse des ARN,aliquot de 1ug (soit 1puL) est dénaturé
dans 12uL d’eau ultrapure stérile a 72°C pendanimif®. Le milieu réactionnel pour une

transcription inverse possede la composition sué/an

4uL de tampon de réaction 5X (M-MLV Buffer, Promgga

1uL d’hexameres aléatoires pd{N)DOuM (Pharmacia)

1pL d’'un mélange des 4 dNTP 25mM (Roche)

0.8pL d'inhibiteur de ribonucléase 40U (RNAsiIn®, Promega)

0.2uL d’enzyme Moloney Murine Leukemia Virus RN&s€00U.u L (M-MLV, Promega)
13uL de solution d’ARN dénaturés

59



La transcription inverse est réalisée pendant #2°&, aprés que les hexameéres aléatoires se
soient hybridés aux ARN pendant 10 min a 23°C. damdcription inverse est stoppée par
incubation pendant 5 min & 95°C provoquant l'inatibpn de I'enzyme M-MLV et la

déshybridation des hétéroduplex ADNc/ARN.

8.1.4 AMPLIFICATION ENZYMATIQUE DE L'’ADNC D’INTERET (PCR ou

‘POLYMERASE CHAIN REACTION?)

Avant de réaliser I'amplification d’'un fragment dc, la sélection d’amorces spécifiques de
ce fragment doit étre rigoureusement effectuée.sDawire étude, nous avons pu amplifier
différents fragments correspondant a 'TARNm deétdhts précurseurs de pré-protéines de rat.
Les protéines étudiées et les amorces pour l'aicgibn de 'ARNm du précurseur sont

répertoriées dans le tableau suivant :

Prépro Amorce sens Amorce anti-sens

rRFRP | 5-GTGCCCCACTCAGCAGCCAACCTT-3 5'- GCCCCTTGARGACTGGCTGGAGG-3

rMet 5-GAGAGCAAGCCTGGGGCTGCAGGA-3' | 5-CGAAGGAGTTCABGTTGTAGG-3

sMet 5-GCGGTATGCAGAGAGCAAGC-3’ 5-CGAAGGAGTTCCAGTGTAGG-3’

A l'aide de ces amorces sélectives, nous avonsnmuiifeer un fragment d’ADNc de 353pb

correspondant aux nucléotides 247-599 de 'ARNmpdécurseur de la préproRFRP de rat
(rRFRP), un fragment d’ADNc de 184pb correspondant nucléotides 163-346 de 'TARNm du
précurseur de la préproMétastine de rat (rMet)netragment d’ADNc de 194pb correspondant
aux nucléotides 176-369 de I'ARNmM du précurseurladg@réproMétastine de souris (sMet,

offerte par le Pr Pralong).
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Le milieu réactionnel (kit Roche) pour une réactitenpolymérisation en chaine est composé de

la fagon suivante :

2uL de tampon de réaction 10X
3uL de MgC} 25mM

1pL d’'un mélange des 4 dNTP 10mM chacyn
0.2uL d’enzyméTaq Polymérase 5U.1it
1pL du couple d’'amorces 10uM chacun
10.8uL d’eau ultrapure stérile

2 uL de produit de RT-PCR

Les amplifications enzymatiques sont réalisées tasermocycleur PTC-200 (MJ-Research)
en suivant la programmation en 3 étapes :

- une phase a 94°C pendant 3 min pour I'activati®tienzymeraq polymérase

- 35 cycles, chacun composé d’'une phase de déhatua 94°C pendant 45 s, d’'une
phase d’hybridation a 65°C pendant 30 s, et d’'urese d’élongation a 72°C pendant 1 min 30 s

- une phase d’achévement des processus d’élongatioaurs a 72°C pendant 10 min

8.1.5 MIGRATION DES PRODUITS DE PCR ET ACQUISITION
Les produits de PCR sont séparés par migratiorréfgworétique sur gel d'agarose 1.5% dans
du tampon TAE* 1X pendant 20 min a 100V. On peunsaveérifier la qualité de I'amplification
des fragments attendus, les ADNc étant colorésramdre d’éthidium et révélés par rayons
ultraviolets. L’'acquisition des signaux se fait $erGel Doc 2000 (Bio-Rad) avec le logiciel

Quantity Oné& 4.3.2 (Bio-Rad).

8.1.6 SEQUENCAGE

Afin de vérifier I'exactitude de la séquence nutidique des fragments d’ADNc a cloner, les

bandes sont découpées du gel d’agarose, et I'éirinaest réalisée avec le kit QIAquitiGel
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Extraction (Qiagen). Le séquencage est réaliséusuanalyseur automatique (3130 Genetic
Analyzer, Applied Biosystems) selon Ila méthode dender utilisant des di-
désoxyribonucléosides triphosphates fluorescentgD@® terminator v3.1). Les profils sont
ensuite analysés grace au logiciel Sequencing Aisdlyles séquences sont finalement alignées

aux données répertoriées sur le site GenBhnk

8.1.7 CLONAGE DES PRODUITS DE PCR

La trousse pGEMT easy Vector System (Promega) a été utilisée pmsr expériences de
clonage. Le vecteur pGEMT easy est un vecteur extension-T qui permetdiitisn de produits

de PCR a bouts cohésifs amplifiés avec une enZyam@olymérase ajoutant une base adénosine
a I'extrémité 3'. Ce vecteur est composé d'un déeclonage multiple situé a I'intérieur du gene
LacZ et encadré par les promoteurs de transcription &PE7, et d'un géne de résistance a

I'ampicilline.

8.1.8 PURIFICATION DES AMPLICONS

L’amplicon d’intérét (double brin) est purifié ggiau kit commercial QIAquic¢kGel Extraction
(Qiagen) apres avoir été extrait du gel délectavpbe, selon les recommandations du
fournisseur. Le dosage est réalisé par spectropféttee a 260nm, ou une unité correspond a

50ug d’ADN double brin.
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8.1.8.1 INSERTION DANS LE VECTEUR PLASMIDIQUE

xmnl 2008
7l .
N — R 1 start
Scal 1830 Maegl 2707 Apal 14
o Aatll | 20
1 ori Sphi G
BstZl 31
Mool a7
P BstZI | 43
¥ DGEM*-TEasy  jacZ el | -
Vector EcoRl | 52
{3015bp)
Spel 64
EcoRI 70
Mot 77
BstZl 7
_ Pst| 88
ori Sall a0
Mdel 97
Sacl 109
Betxl 118 =
Msil 127 £
141 E
T sps g

Fig 13 :Représentation schématique du vecteur plasmigiEM®-T Easy et du site d'insertion du
fragment a cloner.

L'insertion dans le vecteur plasmidique pGEM easy est réalisée selon les recommandations
du fournisseur, en respectant le rapport insetieveae 6:1 pour la quantité d’ADNc purifié a
insérer c’est-a-dire une quantité d’insert de 3pagr RFRP et 19ng pour Métastine. Le milieu

réactionnel pour réaliser I'insertion est composéadfacon suivante :

5uL de tampon d’enzyme

1pL de vecteur de clonage (50ng)L
1pL d’enzyme T4 ADN ligase (3U.111)
XuL d’ADN

Eau ultrapure stérile gsp 10uL

La ligature est réalisée a 23°C pendant 1 h.

8.1.8.2 TRANSFORMATION DES BACTERIES COMPETENTES
La ligature effectuée, 100uL de bactéries compése(@Hm-E.coli, Invitrogen) sont incubées
avec 4uL de solution plasmide-insert (environ 268aglasmide recombinant) sur glace pendant
30 min. Un choc thermique de 55 s a 42°C est &gsur permettre I'entrée du plasmide

contenant l'insert dans les bactéries, suivi d'aagage sur glace pendant 2 min, avant la mise en
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culture des bactéries a 37°C pendant 1 h 30 minm agitation dans 900uL de milieu Mueller-
Hinton liquide. Les bactéries sont ensuite étaldgmss des boites de Pétri sur milieu gélosé
Mueller-Hinton complémenté d’ampicilline (100pg.fhL Euromedex), d'isopropys-D-
thiogalactopyranoside (IPTG, 40pg.thLEuromedex) et de 5-bromo-4-chloro-3-ind@yb-

galactopyranoside 2% (X-gal, 40pg.mhlEuromedex).

8.1.8.3 SELECTION DES BACTERIES RECOMBINANTES

Apres une nuit d’incubation a 37°C, les colonieddetéries recombinantes sont repérées sur la
boite de Pétri. La sélection des bactéries tramsfoes par le plasmide se fait par la présence du
géne de résistance a I'ampicilline. Le produit@nel est inséré dans le gdreecZ, supprimant
ainsi I'expression de ce dernier codanpigalactosidase, 'enzyme de dégradation du substrat
chromogénique X-gal. Les bactéries ayant incorponglasmide seul vont pouvoir dégrader le
X-gal en un produit coloré bleu, alors que les &aes contenant le plasmide et I'insert ne
dégradent pas le X-gal : la sélection des colodedactéries recombinantes se fait donc par
I'absence de réaction colorée (colonies blanch2s3. colonies recombinantes sont prélevées et
remises en culture séparément dans du milieu Mudllggton liquide complémenté

d’ampicilline (100pg.m[}) pendant une nuit & 37°C.

8.1.8.4 EXTRACTION DE L’ADN PLASMIDIQUE PAR « MINIPREP »

Le kit commercial Wizar8Plus Miniprep (Promega) est utilisé pour extraitddN plasmidique
des bactéries des différents clones, d’aprés lesnmmandations du fournisseur. L’ADN

plasmidique extrait est ensuite dosé par specttopiéirie a 260 nm / 280 nm.
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8.1.8.5 VERIFICATION DE LA CONSTRUCTION : PRESENCE, TAILLE ET

ORIENTATION

Chaque clone sélectionné est vérifié par séquencag@matique (paragraphe 8.1.6,

‘Séquencage’) en utilisant les amorces spécifigiwegecteur (T7 ou SP6).

8.2 HYBRIDATION IN SITU (HIS)

Dans notre étude, seules des hybridationsitu froides ont été realisées en utilisant des

ribosondes synthétisées a partir du nucléotide tbitplé a la digoxygénine (DIG-11-UTP).

8.2.1 OBTENTION DES RIBOSONDES RRFRP, RMET ET SMET

Les ribosondes sont synthétisées par transcriptiovitro a partir du promoteur SP6, d’'un
fragment de ’ADNc d'intérét (rRFRP, rMet et sMetpné dans le vecteur plasmidique pGEM
T easy, grace au kit DIG RNA labeling Mix (Rochehybridation entre la sonde et ’TARNm du

tissu se fait exclusivement avec la ribosonde emtation ‘anti-sens’.

Les plasmides obtenus précédemment doivent étite dfabord linéarisés par I'enzyme de
restrictionNcol (Roche) dont un seul site de restriction est caipée plasmide en-dehors de

I'insert. La linéarisation est réalisée dans ldeunikéactionnel suivant :

10pg de plasmide

20uL de tampon 10X d’enzyme

1pL d’enzyme de restrictioNcol (10U.puLY)
Eau ultrapure stérile gsp 200uL

La linéarisation est réalisée a 37°C pendant 2ehcantrdle de la linéarisation est réalisé par

migration électrophorétique de 500ng de plasmiugsaliisé, sur gel d’agarose 1% TAE 1X.
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Le vecteur plasmidique est ensuite purifié par tadi d'un  volume de
phénol:chloroforme:alcool isoamylique (50:49:1). lnélange est centrifugé 5 min a 10000 g a
4°C, et la phase aqueuse est récupérée dans umevolie chloroforme. Une nouvelle
centrifugation dans les mémes conditions est émlisa phase aqueuse est récupérée, et 'ADN
plasmidique est précipité 30 min a -40°C en préseatecdeux volumes d’éthanol 99°. Le culot
obtenu apres centrifugation a 12000 g pendant 2% an4°C est lavé a l'alcool 70° par
centrifugation a 12000 g pendant 3 min a 4°C. Lmageant est éliminé, et le culot est placé
dans un évaporateur sous vide pour étre séché d'éarg repris dans de I'eau ultrapure stérile et

enfin dosé par spectrophotométrie a 260 nm.

La transcriptionin vitro pour I'obtention des ribosondes « anti-sens >égisée dans le milieu

réactionnel suivant :

1ug d’ADN plasmidique linéarisé

2uL de tampon de transcription 10X

2uL de NTP (ATP 10mM, UTP 6,5mM, CTP 10mM, GTP 10raMJTP-DIG 3,5mM)
2uL d’ARN polymérase SP6 (20U.[t)

1pL d'inhibiteur de RNase (20U.jt)

Eau ultrapure stérile gsp 20uL

Le mélange est incubé 2 h a 37°C, et 'ADN plasquéi est ensuite digéré 20 min a 37°C en
présence de 2uL de DNase | (10U.uL-1). La réaagirstoppée par I'addition de 2uL d’'EDTA
0,2M pH 8. La ribosonde est précipitée 2 h a -20a88s 0,1 volume de chlorure de lithium 4M*
et 2,5 volumes d’éthanol 100°. Apres avoir été rieige a 12000g pendant 20 min a 4°C, le
culot est lavé a I'éthanol 70° et centrifugé a remw dans les mémes conditions. Apreés avoir
éliminé le surnageant, le culot est séché et rejams 50uL d’eau ultrapure stérile. La sonde est

dosée par spectrophotométrie a 260nm.
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Les derniéres réactions de synthése de la ribosdREB&P ont été réalisées par une autre
méthode plus rapide, en utilisant le kit commerBitleas§MinElute™Cleanup (Qiagen) selon
les recommandations du fournisseur. La réactiortralescription est identigue au précédent
protocole. Seule I'étape de purification différelte est réalisée sur colonne, et non dans le
chlorure de lithium.

La qualité de la transcriptiom vitro et lintégrité¢ de chaque ribosonde sont vérifiges
migration électrophorétique sur gel d’agarose 1,64 1X de 1uL de sonde préalablement
dénaturée a 80°C pendant 10 min. Les ribosonde=noés sont stockées a 4°C et utilisées

rapidement (dans les 3 mais).

8.2.2 PRE-HYBRIDATION

Les coupes de cerveaux de rats réalisées au dryamta postfixées 10min a température
ambiante dans une solution de PFA 4%. Les coupegmeaux adultes et postnataux vont étre
déprotéinisées par incubation pendant 15 min a 3d@46s une solution de protéinase K
(20pg.mL™Y) préparée dans son tampon*, puis sont & nouvestixges dans la solution de PFA
4%. Les coupes de cerveaux d’embryons ne subipasrde bain dans la solution de protéinase
K ni de seconde postfixation. Les coupes sont éms$rditées a température ambiante dans une
solution de triéthanolamine (TEA) 0,1M pH 8 et HITIN pendant 8 min, puis le bruit de fond
est annulé par acétylation pendant 5 min dans olaéan de TEA 0,1M pH 8 et acide acétique
anhydride. Les lames sont ensuite plongées darnmnhgon SSC 5X pendant 15 min a
température ambiante afin de bloquer les siteshditigtion aspécifique. Enfin, les coupes sont
recouvertes de tampon d’hybridation pendant 1 6 5dans une atmosphére humide sous

parafilm.
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8.2.3 HYBRIDATION

La ribosonde est dénaturée a 80°C pendant 5 mimtagd@tre diluée dans le tampon
d’hybridation & la concentration de 2ng:filLe parafilm est retiré délicatement et la ribat®n
est déposée sur les coupes. L’hybridation estsémla 56°C pendant une nuit sous lamelle
scellée a la colle ‘rubbercement’ (Royal Talenshsdane chambre humide pour éviter toute

évaporation.

8.2.4 POST-HYBRIDATION ET REVELATION ENZYMATIQUE

La colle ‘rubbercement’ est retirée et les lamelest décollées délicatement. Les lames sont
placées dans des bains de tampon SSC a stringenissaote : SSC 2X pendant 5 min a
température ambiante et SSC 0,2X pendant 90 miB°@.9.es coupes sont ensuite rincées a
température ambiante dans le tampon 1 pendant Setnimcubées 2 h avec l'anticorps anti-DIG
conjugué a la phosphatase alcaline (Roche). L'arggcest dilué a raison de 0,76uL par mL de
tampon 1 complémenté de réactif de blocage des sispécifiques (5mg.m. Blocking
Reagent, Roche). Pour éliminer I'exces d’anticaaps-DIG non fixé, les coupes sont rincées
dans deux bains de tampon 1 pendant 10 min, paswabain de tampon 3 pendant 5 min.

Les coupes sont enfin mises a incuber dans uné@olde tampon 3 contenant les substrats de
la phosphatase alcaline, le 4-nitroblue tetrazolamoride (4,5uL.mL) et le 5-bromo-4-chloro-
3-indolyl phosphate (3,5pL.mi). L'incubation est réalisée a température ambiaritebscurité
pendant quelques heures suivant I'évolution du megg. La réaction enzymatique produit une
coloration violacée, et est stoppée dans un batardpon d’arrét de réaction TE 1X pendant 10
min. Les coupes sont rincées dans du tampon PBSpdiX, montées dans une solution de

PBS/glycérine (V/V).
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8.3 COUPLAGE HYBRIDATION IN SITU/IMMUNOHISTOCHIMIE

Cette technique a été utilisée pour les étudesisigbdition de TARNm RFRP en corrélation
avec la distribution de peptides et enzymes dejdi€s au laboratoire (MCH, TH, Hcrt, GhnRH
et Métastine).

Le couplage est réalisé en deux temps : le precoiesiste a réaliser I'hybridatian situ dans
son intégralité. Les coupes ne sont pas montées Imanarquage enzymatique est fixé 5 min a
température ambiante dans une solution de PFA 4% chupes sont rincées dans une solution
de PBS 1X. La seconde étape consiste au dépbt iffésemts anticorps, comme décrit
précédemment (techniques d’immunohistochimie) jimgunontage des coupes sous lamelle

dans une solution de PBS/glycérine (V/V).

8.4 TECHNIQUES DE PCR ‘SEMI-QUANTITATIVE’ RELATIVE

8.4.1 CONDITIONS EXPERIMENTALES ET PRELEVEMENT

Des rats males adultes de 300g sont placés sdésediies conditions : conditions normales,
stress par immobilisation pendant 3 h, restriciimentaire totale pendant 48 h, restriction
alimentaire totale pendant 48 h suivie d'une réafitation de 3 h.

Les rats sont sacrifiés par décapitation. Le cerveat extrait de la boite cranienne, et

I’hypothalamus est disséqué du cerveau total.

L’extraction, le dosage et la transcription invedses ARN totaux des hypothalami sont réalisés

selon les protocoles classiques (voir « construcibsynthése d’une ribosonde », paragraphes

8.1.1a8.1.3).
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8.4.2 AMPLIFICATION ENZYMATIQUE DE L'ADNC D’INTERET (PCR ou

« POLYMERASE CHAIN REACTION »)

La technique de RT-PCR ‘semi-quantitative’ relat{k@noshitaet al., 1992 ; Zamoranet al.,
1996) consiste a co-amplifier simultanément dansné&dange réactionnel TADNc du gene
d’intérét (RFRP) et 'ADNc d'un géne de référenckiquitaire et constitutif servant a la
normalisation. Dans notre étude, le gene de laopyiline, ‘cyclo’ a été choisi. Avant de réaliser
I'amplification d’'un fragment d’ADNCc, la sélectiod’amorces spécifiques de ce fragment doit
étre rigoureusement effectuée. Les ARNm étudidesetmorces couplées a un fluorochrome

(6FAM) pour I'amplification de ’'ADNc du précursesgpnt répertoriées dans le tableau suivant :

Prépro Amorce sens Amorce anti-sens

6FAM-RFRP | 5-GTGCCCCACTCAGCAGCCAACCTT-3| 5-GCCCCTTAAGGACTGGCTGGAGG-3

6FAM-Cyclo | 5-CGCCGCTTGCTGCAGACATGG-3’ 5-GAGTTGTCACAGTCGGAGATGG-3

A l'aide de ces amorces spécifiques, nous avonanpplifier un fragment d’ADNc de 354pb
correspondant aux nucléotides 246-599 de 'ARNnpecurseur de la préproRFRP de rat, et un
fragment d’ADNc de 507pb correspondant aux nudiesti 26-534 de I'ARNm de la
cyclophiline.

Le milieu réactionnel (kit Roche) pour une réactimnpolymérisation en chaine est composé de

la fagon suivante :

2L de tampon de réaction 10X

3uL de MgC} 25mM

1pL d'un mélange des 4 dNTP 10mM
0.2uL d’enzyméTaq Polymérase 5U.ut
1pL du couple d’amorces RFRP 10uM chacun
1pL du couple d’amorces Cyclo 10uM chacu

=]

10.8uL d’eau ultrapure stérile
1 pL de produit de R-PCF
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Les amplifications enzymatiques sont réalisées tmnilsermocycleur PTC-200 (MJ-Research)
en suivant la programmation en 3 étapes :

- une phase a 94°C pendant 3 min pour I'activatietienzymeraq polymérase,

- 35 cycles, chacun composé d'une phase de déhatua 94°C pendant 45 s, d’'une
phase d’hybridation a 65°C pendant 30 s, et d'urese d’élongation a 72°C pendant 1 min 30s,

- une phase d’achévement des processus d’élongatioaurs a 72°C pendant 10 min.

8.4.3 OBSERVATIONS ET ACQUISITIONS

Les produits de PCR obtenus sont ensuite analysé&® g I'analyseur de fragments (3130

Genetic Analyzer, Applied Biosystems) & I'aide dgitiel GeneMappét

71



72



TAMPONS
ET
SOLUTIONS

73



74



PREPARATION DU MATERIEL HISTOLOGIQUE

ANESTHESIE

Hydrate de chloral 7%

Hydrate de chloral 79
Eau distillée gsp 100mL

Injecter, en voie intrapéritonéale, une dose léalémL pour 200g de masse corporelle.

Mélange Xylasine / Kétamine

Xylasine 2% (Bayer) 1 volume
Kétamine 50mg.mt: (Merial) 2 volumes

Injecter, en voie intramusculaire, un mélange deulsde xylasine et 300uL de kétamine pour
300g de masse corporelle.

PERFUSION / FIXATION / CONGELATION

Tampon phosphate 0,2M pH 7,2

NaHPO,, 12 HO 71,629
KH2PO, 27,29
Eau distillée gsp 1L

Paraformaldéhyde 1% ou 4%

Paraformaldéhyde 10g ou 40g
Eau distillée 500mL

Dissoudre la poudre dans I'eau distillée en chatf60°C. Ajouter quelques gouttes de NaOH
5N jusqu’a éclaircissement de la solution. Ajols@@mL de tampon phosphate 0,2M pH 7,2.

Tampon cryoprotecteur 15%

Tampon phosphate 0,2M pH 7,2 500mL
Saccharose 1509
Azoture de sodium 0,19
Eau distillée 500mL

Liguide de Bouin

Solution aqueuse saturée d’acide picrique 75mL
Formaldéhyde 37% 20mL
Acide acétique 5mL
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IMMUNOHISTOCHIMIE

PBS simple, pH 7,2-7.4

NaHPO,, 2H,0O 1,42¢g
KH2PO4, Hzo 0,279
NacCl 8,769
Eau distillée gsp 1L

Ajuster le pH a 7,2-7,4.

PBS-Triton X-100

PBS simple 997mL

Triton X-100 3mL
Diluant lait

PBS-Triton X-100 gsp 1L

Albumine sérique bovine 10g

Lactoprotéines (Régilait) 100g

Azoture de sodium 0,19

Stocker le diluant lait & +4°C pendant au maximuimolrs

BIOLOGIE MOLECULAIRE

CULTURE DES BACTERIES

Milieu Mueller-Hington liquide

Infusion de viande de boeuf 300g
Hydrolysat de caséine 17,59
Amidon 1,59

Eau distillée gsp 1L

Pour obtenir le milieu gélosé , ajouter 17g d'gugr litre de milieu Mueller-Hington.
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ELECTROPHORESE SUR GEL D'’AGAROSE

Tampon TAE 5X

Trizma base 24,29
Acide acétique glacial 5,71mL
EDTA (éthylene diamine tétra-acétique) 1,869
Eau distillée gsp 1L

Aqgarose 1%1,5% TAE 1X

Agarose 1-1,5g
Tampon TAE 1X gsp 100mL

Ajouter du bromure d'éthidium (BET) 1mg.iiL(60uL pour un gel de 100mL). Laisser
polymériser sous hotte.

HYBRIDATION IN SITU

Tampon PBS 10X, pH 7,5

NaCl 90g
NaHPO,, 12H,0 17,79
NaOH 49

Eau distilléee gsp 1L

Ajuster le pH a 7,5. Autoclaver.

Tampon de la protéinase K, pH 7.5

Trizma hydrochloride 20mM 3,152g
CaCb 2mM 0,294¢
Eau distillee gsp 1L

Ajuster le pH a 7,5. Autoclaver.

Tampon SSC 20X, pH 7

NaCl 175,3¢g
Citrate de sodium 88,29
Eau distillée gsp 1L

Ajuster le pH a 7. Autoclaver.

Tampon d’hybridation

Formamide désionisé 2,5mL
SSC 10X 2,5mL
ADN Sperme de saumon (10mg.fHL 100upL
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Tampon 1, pH 7,5

Trizma hydrochloride 100mM 12,1149
NaCl 150mM 8,769
Eau distillée gsp 1L

AjusterlepHa 7,5

Tampon de blocage « Blocking Reagent »

Tampon 1 filtré 4mL
Réactif Boehringer 20mg

Tampon 3, pH 9.5

Trizma base 100mM 12,1149
NaCl 100mM 5,849
MgCl, 50mM 10,169
Eau distillée gsp 1L

Ajuster le pH a4 9,5.

Tampon TE 10X, pH 8

Trizma base 10mM 12,119
EDTA 1mM 3,729
Eau distillée gsp 1L

Ajuster le pH a 8.
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RESULTATS
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1°" PARTIE

ANATOMIE DES SYSTEMES METASTINE ET RFRP
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1 DISTRIBUTION DES PERIKARYONS A METASTINE ET A RFRP

11 DISTRIBUTION DES NEURONES A METASTINE CHEZ LE RAT.

De nombreux travaux concernant I'étude de la méestans le cerveau de rongeur ont été réalisés
en utilisant différents anticorps. Pendant la duléenos travaux, un seul de ces anticorps était
commercialisé par le laboratoire Phoenix Pharmazaat(Belmont, USA). Deux autres anticorps
non commerciaux dirigés contre la métastine étaggaiement utilisés dans la littérature. L'un
provient du laboratoire pharmaceutique japonaisefiakPharmaceuticals (lot #254), l'autre a été

produit par une équipe INRA (Dr Caraty , Univergsig&@Tours (lot #564)).

1.1.1 DISTRIBUTION DU MARQUAGE FOURNI PAR L’ANTICORPS ANT I-

METASTINE HUMAINE

Un des objectifs initiaux de notre travail était carifier I'aire de distribution de la populatiate
neurones a métastine. Des immunomarquages ont dtnceffectués en utilisant I'anticorps
commercial dirigé contre la métastine humaine J&t particulierement contre les 10 derniers acides
aminés de la séquence peptidique de la métastmaiha. Cet anticorps était alors largement utilisé
dans la littérature afin de mettre en évidencenkgrones meétastinergiques (Brail@ual., 2005 ;
Pompoloet al., 2006 ; Suret al., 2007 ; Maedat al., 2007). Nous avons réalisé une cartographie
précise de la distribution du marquage fourni petranticorps dans le cerveau du rat male adulte.
Ceux-ci ont été réalisés sur des coupes flottamtesnt été analysés et comparés aux structures
cytoarchitectoniques identifiées sur les coupesines colorées par la méthode de Nissl (Fig 14).
Des cellules immunoréactives ont été observées daosieurs régions intra- et extra-
hypothalamiques. En suivant I'axe rostrocaudal (Hg15), les premieres cellules marquées étaient
localisées dans la capsule du noyau ventromédian’hgpothalamus (cVMH) et le noyau

dorsomédian (DMH). Les corps cellulaires marquésplas caudaux étaient retrouvés en-dehors des
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Fig 14 :

Les marquages immunohistochimiques ont été réaisedes coupes frontales de cerveau de rat, de

10um d’épaisseur.

(A,C) Identification des noyaux hypothalamiques dorsdamé{DMH) et ventromédian (VMH) sur

des coupes frontales de cerveau de rat coloréda paloration de Nissl.

(B,D) Distribution immunohistochimique des neurones mésgpar I'anticorps commercial anti-
hMet dirigé contre la métastine humaine, sur lespes voisines de celles colorées. Les corps
cellulaires sont observés dans les parties dorsaleentrale du noyau dorsomédian (DMHd et

DMHYv) ainsi que dans la région entre les noyauwsdmédian et ventromédian.

Barre d’échelle : 150um
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Fig 14: Distribution des neurones marqués par l'anticoggi-hMet sur des coupes frontales
d’hypothalamus de rat.
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structures hypothalamiques dans la partie anté&ieumédiane du noyau du tractus solitaire (NTSm,

correspondant au niveau 70 de I'atlas de Swan€92)1

Les fibres révélées par l'anticorps anti-hMet sdigtribuées dans de tres nombreux territoires
cérébraux, depuis les bulbes olfactifs jusqu’'a tzele épiniere (Fig 15). Ces projections n'ont pas
toutes le méme aspect : certaines sont tres fiti@stres sont épaisses et variqueuses (Fig 161 D'u
point de vue général, ces dernieres ont une disinib diffuse dans le télencéphale basal,
I'hnypothalamus et le tronc cérébral. Chez les naddes, les fibres de fin calibre sont observées dan
des territoires extra-hypothalamiques, en parcuans le noyau parabrachial (PB) (Fig 16, A-B) et
les couches superficielles des cornes dorsalea deetlle épiniére (SCd). Des fibres épaisses sont

observées dans le noyau de Barrington (B) (FigCtB)

La cartographie fine de la distribution des cegqutions est présentée dans la figure 15. Dans le
télencéphale, les fibres épaisses sont peu ab@sdabtobservées dans les régions corticales ou
associées au cortex cérébral, tels que les bulfadiis (OB). Quelques-unes sont localisées dans |
couche granulaire des bulbes olfactifs primaireacetessoires, ainsi que dans les noyaux olfactifs
antérieurs. Plus en arriére, des fibres sont obserdans l'aire prélimbique (PL), I'aire infralimjie
(ILA), I'aire piriforme (PIR) et I'aire périrhinaleDans les régions isocorticales (1SO), les filwest
rares. Quelgques-unes sont observées dans lessairegtomotrices. Dans le télencéphale basal, les
fibores immunoréactives sont plus abondantes dangédgon septale et certaines structures
amygdaliennes (noyau central de I'amygdale, airggalalienne antérieure), et plus rares dans les
noyaux de la base (noyau accumbens (ACB), le fumdustriatum (FS)) et dans d’autres noyaux

amygdaliens (noyaux intercalé et latéral).

Dans le diencéphale, I'hypothalamus est la régianplus innervée. Les projections y sont

relativement abondantes bien que toujours diffases les régions préoptiques ventrolatérale (AVP)
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et latérale (LPO). Les fibres sont moins abondadtess le noyau antéroventral périventriculaire
(AVPV), et les noyaux préoptiques médian (MPN) édial (MEPO). Quelques fibres sont observées
dans I'hypothalamus antérieur, et plus particuiitget dans le noyau paraventriculaire (PVH), la
partie intermédiaire du noyau périventriculaire (P& la région périsuprachiasmatique (PSCH). Le
noyau antérieur (AHN) est peu irrigué. Dans I'hy@damus tubéral, un réseau de fibres modérément
dense est observé dans les noyaux arqué (ARHpétalu Dans I'hypothalamus latéral, un nombre
moins important de projections est marqué. Dangpbthalamus postérieur, quelques fibres sont
observées dans les noyaux tubéromamillaire (TMprasuamillaire (SUM) et mamillaire latéral
(LM). Des fibres sont observées dans le noyau lngtamique postérieur en transit vers la substance
grise périaqueducale (PAG).

Le thalamus est peu irrigué. Seul le noyau paraweire (PVT) contient des fibres
immunoréactives en nombre significatif. Quelquésels prennent une route latérale dans la zona
incerta (ZI) et sont retrouvées dans les noyauxraaer du corps genouillé latéral (GEN). Certaines
de ces fibres en transit poursuivent jusque datectam.

Le tronc cérébral est caractérisé par la préserceprdjections denses dans certains noyaux
spécifiqgues. On observe ces fibres dans les pdaté&wles dorsale (PBId) et externe (PBle) du noya
parabrachial. Il s’agit, dans cette structure,fd@ss de petit calibre : le marquage obtenu esspkct
ponctiforme suggérant la reconnaissance de tredmam boutons. Ce méme marquage ponctiforme
est aussi obtenu dans une couche superficiellePMCSEvoquant un territoire d’intense innervation.
Des structures du tegmentum dorsal comme la PCGeooent un réseau de projections relativement
dispersé par des fibres épaisses. Des projectmmisses plus nombreuses sont aussi observées dans
le noyau de Barrington (B) (Fig 16, D-F). La padiersale du noyau du tractus solitaire contient des
prolongements fins immunoréactifs. Des images tlages de paniers péricellulaires sont aussi
observées dans le noyau réticulé latéralement gaunambigu.

Enfin, les couches superficielles des cornes dessdd la moelle épiniere présentent un grand nombre

de projections tres fines qui ressemblent beauaarglles décrites dans le noyau parabrachial.
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Fig15:
Cartographie détaillée de la distribution des carpBulaires (points rouges) et des fibres (traits
rouges) marqués par lanticorps commercial anti-hMet révélés par la méthode

immunoenzymologique aux complexes PAP sur des colupetales (30um) de cerveau de rat.

A noter que les coupes sont arrangées du nivealusaostral (bulbes olfactifs, niveau 3 de I'atthes

Swanson) au niveau le plus caudal (moelle épinidveau SC de I'atlas de Swanson).

Chaque point et chaque trait rouges représentspecévement I'équivalent d’'un corps cellulaire et

d’une fibre marqués par I'anticorps anti-hMet.
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Fig 15 : Cartographie de la distribution des neurones né&rgar I'anticorps anti-hMet.
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Fig 15 : (suite)
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Fig 15 : (suite et fin)

91



Fig 16:

(A,B) Observation microscopique des fibres exprimamhé&quage fourni par I'anticorps anti-hMet
et révélé par la méthode immunoenzymologique aurpbexes PAP dans le noyau parabrachial
(PB). La fleche en B indique une fibre épaisse aleoombreuses varicosités. A noter également la

présence d'un réseau dense de fibres fines.

(C) Coloration de Nissl sur une coupe horizontale deveau de rat passant par le noyau de

Barrington (B).

(D-F) Photographies de fibres marquées par I'anticonpshdlet dans le noyau de Barrington sur

une coupe horizontale de cerveau de rat. F esgrigriossissement de D.

Barre d’échelle : (A) 100um ; (B-F) 50um
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Fig 16: Distribution des neurones marqués par I'anticomistaMet sur des coupes frontales (A,B) et
horizontales (C-F) d’hypothalamus de rat (enzymi@egcomplexes PAP)
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1.1.2 DIMORPHISME SEXUEL

Sur des coupes de cerveau de rat femelle en pusestes projections denses et de petit calibre
marquées par l'anticorps anti-hMet innervent leyaux arqué (Fig 17, A, C) et antéroventral
périventriculaire. Ce type de marquage n’avait @@sobservé chez le rat male ni sur des coupes de
cerveaux issus de femelles en cestrus ou diestessm@rquages confirmaient donc des données de la
littérature. Une innervation a été aussi obsen®z ¢tes animaux femelles en cestrus dans des régions
ventrales du noyau de la strie terminale (BST) (HgE-F). Cependant, sur ce matériel, il n’a gés é
remarqué, par immunohistochimie, de corps celledaiavec une distribution différente de celle

observée chez le rat male adulte.

1.1.3 DISTRIBUTION DU MARQUAGE FOURNI PAR LES ANTICORPS N ON

COMMERCIAUX

L’anticorps produit par le laboratoire japonais @édit Pharmaceuticals a été utilisé dans de nombreux
travaux (Kinoshitaet al., 2005 ; Adachét al., 2007 ; Yamadat al., 2007). Il fournit un marquage des

corps cellulaires exclusivement. Aucune projectitm été observée sur notre matériel (rats males).
Des périkaryons ont été observés uniqguement dangyleu arqué. Par ailleurs, le marquage obtenu
était diffus et uniforme dans le cytoplasme, cattat avec le marquage granulaire généralement

fourni par les anticorps anti-peptide.

Le marquage fourni par I'anticorps synthétisé mataboratoire du Dr. Caraty (Francesclehil.,

2006) révele des corps cellulaires et des projestibes corps cellulaires immunoréactifs ont été
observés dans le noyau arqué, le noyau antéroleuéraventriculaire et la capsule du noyau
ventromédian. Les projections diffuses suivent wlisribution proche de celle observée avec

I'anticorps anti-hMet.
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1.1.4 DETECTION DE L’ARNmM METASTINE

Dans le cadre de notre collaboration, le Pr. Praloous a fourni la ribosonde complémentaire de la
séquence 176-369 de 'ARNmM de la prépro-métastmealris (sMet) (Gottscat al., 2004a). Au
laboratoire, nous avons egalement produit une oids complémentaire de la séquence 153-346 de
’ARNmM de la prépro-métastine de rat (rMet). Lesrgueages fournis (Fig 18) par ces deux sondes ont
été confrontés a chacun de ceux fournis par lasaaps dirigés contre la métastine. Seule la sonde
rMet nous a fourni un marquage des corps cellidagvant une distribution différente de chacun des
trois anticorps. Les corps cellulaires exprimant nrquage par hybridatiomn situ étaient
essentiellement distribués dans les noyaux arqiRHJjAantéroventral périventriculaire (AVPV) et
périventriculaire (PV). Quelques périkaryons on¢ éetrouvés dans le noyau paraventriculaire
antérieur (PVH). Aucun périkaryon contenant ’ARNi& la métastine n’est trouvé dans la capsule du
noyau ventromédian. Le noyau médian de I'amygdatelae seule structure extra-hypothalamique

dans laguelle quelques cellules exprimant '’ARNnMadmétastine ont été localisées.

1.2 DISTRIBUTION DES NEURONES hMET-POSITIFS DANS

L'HYPOTHALAMUS HUMAIN.

L’étude de la distribution du marquage fourni panticorps dirigé contre la métastine humaine
(hMet) a été réalisée sur des coupes déparaffaibgpothalami humains. Ces coupes provenaient de
collections réalisées lors détudes précédentessdBrux, 2002). L'immunohistochimie avec
I'anticorps dirigé contre la métastine humaine foluun marquage de fibres et des périkaryons.

Les corps cellulaires marqués sont peu abondatitstensité de marquage est faible (Fig 19, A). Ce
sont de petits neurones principalement localisés das structures périventriculaires. Quelquesscorp
cellulaires sont retrouvés dans les territoiresopptiques, en particulier le noyau antéroventral
périventriculaire (AVPV), dautres sont retrouvésand la partie intermédiaire du noyau

périventriculaire (PVi) au niveau de coupes paspante noyau ventromédian (VMH).
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Fig 17 :

Photographies de neurones marqués par I'anticarjphislet sur des coupes frontales de cerveau de

rat femelle(A,C,E) et male(B,D,F).
Ces photographies illustrent le dimorphisme sexdella distribution de neurones marqués par
I'anticorps anti-hMet dans le noyau arqué (ARK)D) et dans le noyau de la strie terminale (BST)

(E,F).

Barre d’échelle : (A,B) 200um ; (C,D) 100um ; (EIB0um
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Fig 17: Dimorphisme sexuel de la distribution des neuramesqués par I'anticorps anti-hMet sur des
coupes frontales de cerveau de rat adulte male FBdd femelle (A,C,E).




Fig 18
Photographies de neurones contenant ’TARNm de lastige sur des coupes frontales de cerveau de
rat. Le marquage a été obtenu par hybridatiositu avec la sonde rMet. Chaque tache violacée

correspond a un corps cellulaire.

(A,B) Ces photographies illustrent le marquage de coefislaires dans le noyau hypothalamique

antéroventral périventriculaire (AVPV). B est umtfgrossissement de A.

(C) Des corps cellulaires sont également marqués l@ansyau hypothalamique paraventriculaire

(PVH).

(D,E) Sur ces photographies, on peut observer un nomipertant de corps cellulaires exprimant

’ARNmM de la métastine dans le noyau arqué (ARH@sEun fort grossissement de D.

Barre d’échelle : (A,B,C) 150um ; (D) 200um ; (B)Oum
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Fig 18: Distribution des neurones métastinergiques (hgiod in situ) sur des coupes
frontales de cerveau de rat adulte.




Fig19:
Photographies de neurones contenant le marquagei foar I'anticorps anti-hMet sur des coupes
frontales d’hypothalamus humain. Le marquage a réi@lé par la méthode aux complexes

peroxydase-antiperoxydase.

(A) Sur cette photographie, est illustré un corpsutate (fleche) contenant le marquage fourni par

I'anticorps anti-hMet. Le marquage est faible.

(B,C) Ces deux photographies présentent des fibres @esqar I'anticorps anti-hMet (fleches). Ces

fibres sont intensément marquées et présententamad gombre de varicosités.

Barre d’échelle : (A) 100um ; (B,C) 250um
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Fig 19: Distribution des neurones métastinergiques surcdapes frontales d’hypothalamus
humain (enzymologie — complexes PAP).




Fig 20 :

Cartographie détaillée de la distribution des carpbBulaires (points rouges) et des fibres (traits

rouges) marqués par lanticorps commercial anti-hMmir des coupes frontales (30um)

d’hypothalamus humain.

A noter que les coupes sont arrangées du nivealuseostral (A) au niveau le plus caudal (J).

Chaque point et chaque trait rouges représentspecévement I'équivalent d’'un corps cellulaire et

d’une fibre marqués par I'anticorps anti-hMet.
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Fig 20: cartographie de la distribution des neurones né&@ar I'anticorps anti-hMet sur des
coupes frontales d’hypothalamus humain disposéaswdau le plus rostrgA) au niveau le
plus cauda(J).
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Les fibres sont quant a elles abondamment repéseet trés intensément marquées (Fig 19, B-C).
Elles sont distribuées de facon diffuse dans I'lyplamus avec une innervation plus abondante dans
les territoires préoptiques et antérieurs (Fig ZM). retrouve également un groupe de fibres dans
I'hnypothalamus postérieur en transit vers le médphale. Les fibres sont variqueuses et de calibre

important.

1.3 DISTRIBUTION DES NEURONES A RFRP CHEZ LE RAT.

L’étude de la distribution des neurones a RFRReaé@dlisée uniquement par hybridatiorsitu sur

des cerveaux de rats adultes méles et femellesilmant une ribosonde marquée a la digoxygénine.
La révélation enzymatique par la solution de NBTHBGournit un marquage intense des corps
cellulaires, ce qui a permis de visualiser l'aire distribution précise de 'ARNm RFRP,
exclusivement dans des structures hypothalamidiesscorps cellulaires marqués sont de petite et
moyenne taille (Fig 21). Ces neurones forment wtagepfamille : environ 2500 neurones RFRP ont
été comptabilisés, estimation par cerveau entigrdtialamus droit + gauche).

D’un point de vue général, la distribution de Ipplation a RFRP ne présente pas de dimorphisme
sexuel chez le rat. L'aire de distribution obsercéez le male coincide en tous points avec celle
observée chez la femelle.

L’étude la distribution des neurones a RFRP a é#disée selon I'axe rostrocaudal (Fig 22). Les
premiers corps cellulaires sont retrouvés en petihbre dans la zone subparaventriculaire (SBPV).
Plus en arriére, on trouve des corps cellulaires daire ventrale périfornicale et la partie postére

du noyau antérieur de I'hypothalamus (AHNp). Sgrdeupes suivantes, ce noyau laisse la place au
noyau dorsomédian (DMH) dans lequel quelques pétike sont trouvés. D’autres corps cellulaires
sont localisés dans la partie intermédiaire du n@&riventriculaire (PVi) et le noyau arqué (ARH),
alors gu'une grande quantité de neurones a RFRPadisée dans la région dorsomédiane de la

capsule du noyau ventromédian (cVMH). Plus caudatgntes neurones a RFRP sont localisés dans
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Fig 21 :

Photographies de neurones contenant TARNmM RFRRrseicoupe frontale de cerveau de rat (niveau
29 de l'atlas de Swanson, 1992). Le marquage al&Enu par hybridatiomn situ. Chaque tache
violacée correspond a un corps cellulaire.

(A) Cette photographie illustre le marquage de nomboeups cellulaires dans la capsule du noyau
ventromédian, entre les noyaux dorsomédian (DMHeatromédian (VMH), sur une coupe frontale

de cerveau de rat.

(B) A plus fort grossissement, les corps cellulairest Sntensément marqués, et exclusivement

retrouvés en-dehors du noyau ventromédian, plucpiérement dans la capsule de ce noyau.

Barre d’échelle : (A) 150um ; (B) 100pum
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Fig 21: Distribution des neurones exprimant TARNm RFRPr sles coupes frontales
d’hypothalamus de rat adulte.




Fig 22 :

Cartographie détaillée de la distribution des carpBulaires (points rouges) contenant 'ARNmM

RFRP sur des coupes frontales de cerveau de rlie,adassant par I'hypothalamus. Chaque point

représente I'équivalent d’un corps cellulaire RABIRIIf.

A noter que les coupes sont arrangées du nivgalugeostral (A) au niveau le plus caudal (F).

Barre d’échelle = 1mm
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Fig 22: Cartographie de la distribution des neurones camiel’ ARNmM RFRP sur des coupes
frontales d’hypothalamus de rat adulte arrangéesideau le plus rostral (A) au niveau le
plus caudal (F).
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la partie postérieure et dorsale du noyau périian#ire (PVp), dorsalement par rapport au noyau
tubéromamillaire (TMd), ainsi que dans l'aire lalérde I'hypothalamus (LHA). Les derniers corps
cellulaires contenant TARNm RFRP sont localiségetes noyaux prémamillaires ventral (PMv) et

dorsal (PMd).

1.4 CONFRONTATION DES MARQUAGES RFRP ET METASTINE:

CONTROLE DE LA SPECIFICITE DE L’ANTICORPS ANTI-HMET

Des doubles marquages par combinaison des teclnidingbridationin situ pour RFRP et
d'immunohistochimie avec l'anticorps commercial hMmur la métastine ont été réalisés. Les
neurones marqués par hybridationsitu sont également tous marqués en immunohistochiRiie (
23, A-C).

La spécificité de I'anticorps commercial anti-méitaes vis-a-vis de RFRP, a été vérifiée par
incubation de I'anticorps avec des concentratioéssantes du peptide synthétigue RFRP-1. Pour
des concentrations de peptide RFRP-1 compriseg éntr et 1nM par pL d’anticorps pur, une
inhibition partielle du marquage fourni par I'amrps est obtenue. L'inhibition totale du marquage
est obtenue pour une concentration de peptide RFRBale a 10nM par pL d’anticorps anti-
métastine pur (Fig 23, D-E). A cette concentratidem, marquage de corps cellulaires dans
I'hypothalamus ainsi que les fibres de fort calibrétait plus visible. Par contre, les fibres de fi
calibre, notamment dans le noyau parabrachial supfrikaryons du noyau du tractus solitaire,

n'étaient pas affectées.

15 NEURONES NEUROENDOCRINES

Les neurones réveélés par I'anticorps dirigé colstnaétastine humaine hMet sont en grande majorité
en position périventriculaire. Par ailleurs, leptmes RFamide, et en particulier la métastine et

RFRP, sont impliqués dans le contréle de nombreas@stés neuroendocrines.
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Apres injection de traceur rétrograde fluorogold paie vasculaire, celui-ci est capté par les
terminaisons axonales localisées dans I'éminenatiamé, et s’accumule dans les corps cellulaires
des neurones neuroendocrines. Ces cellules soatvéles dans l'aire préoptique médiane ventrale
(MPO), le noyau préoptique suprachiasmatiqgue (P$QG&l)noyau périventriculaire préoptique

(PVpo), le noyau supraoptique (SO), les cellulesgmoaellulaires du noyau paraventriculaire

(PVHam), le noyau périventriculaire antérieur (PMa¥ aires parvocellulaire et périventriculaire du
noyau paraventriculaire (PVHap et PVHpv), le nogapraoptique rétrochiasmatique (SOr), le noyau
antérieur de I'hypothalamus (nucleus circularisheetoyau arqué (ARH). Les techniques de doubles
marquages immunohistochimiques en utilisant I'amps dirigé contre la métastine humaine n’ont
révélé aucune cellule neuroendocrine doublementuméar FG-hMet. De plus, tres peu de cellules
neuroendocrines sont innervées. Ces cellules smalisées dans I'hypothalamus antérieur, plus
particulierement dans les noyaux préoptique sujpmanfatique, supraoptique, périventriculaire et

paraventriculaire. Quelques rares cellules innergdat distribuées dans le noyau arqué (Fig 24).

1.6 CO-DISTRIBUTION AVEC MCH, HCRT, TH, SRIF ET GNRH

De nombreuses autres populations de neuronesamaiisEes dans les territoires d'intérét, dont des
périkaryons des populations MCH et Hcrt qui sonidiées au laboratoire depuis de nombreuses
années. Certains neurones de ces populations pgeexpnimer d’autres neuropeptides et étre
localisés préférentiellement dans certaines stresf par exemple MCH-CART dans la partie
rostromédiane de la zona incerta. D’aprés les dieedistribution de RFRP et MCH/Hcrt, mais aussi
d’autres populations neuronales (TH et SRIF), ius@st apparu important de vérifier si RFRP
pouvait étre exprimé avec ces peptides et enzybafin, RFRP étant dans la littérature relié -au
moins fonctionnellement- a I'axe gonadotrope, nausns également tenté de vérifier d’éventuels

liens anatomiques entre le systéme gonadotrope KsaRes périkaryons a RFRP. Pour ce faire,
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Fig 23 :

(A,B,C) Observation microscopique de corps cellulairesertant TARNmM RFRP (A) et de ceux
exprimant le marquage fourni par I'anticorps arilet (B). La superposition (C) des deux premieres
images indique une co-expression dans les mémes o@ilulaires. A noter que tous les corps
cellulaires contenant TARNm RFRP expriment égaletrie marquage fourni par I'anticorps anti-

hMet.
(D-E) Photographies de corps cellulaires et de fibregjuges par I'anticorps anti-hMet avant (D) et
aprées incubation(E) de I'anticorps avec 10nM deigdedRFRP-1. Le marquage des corps cellulaires

et des fibres épaisses n’est plus présent powr ceticentration de peptide RFRP-1.

Barre d’échelle = 100um
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Fig 23: Photographies des neurones contenant TARNm RRRiRe® neurones exprimant le
marquage fourni par l'anticorps anti-hMet par deubharquage hybridationn situ /
immunohistochimie, sur des coupes frontales d’Hyglaimus de rat adulte.
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Fig 24 .
(A-L) Cartographie détaillée de la distribution des sogellulaires ayant internalisé le traceur
fluorogold (points et cercles rouges) sur des cedpmtales de cerveau de rat. Certains périkaryons

FG+ sont innervés (points rouges) par des fibragjués par I'anticorps anti-hMet.

A noter que les coupes sont arrangées du nivegluterostral (A) au niveau le plus caudal (L).

Chaque point I'équivalent d’un corps cellulaire.

(M-O) Photographies de double marquage immunohistochenkG+ (rouge) et anti-hMet+ (vert)

sur des coupes frontales de cerveau de rat acagtapt par I'lhypothalamus.

Barre d’échelle : (A,L) 1mm ; (M-O) 500um
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Fig 24: Cartographie de la distribution des neurones newloaines; confrontation avec les neurones marqués

par l'anticorps anti-hMet
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nous avons combiné les techniques d’hybridation situ pour RFRP aux techniques

d'immunohistochimie pour MCH, Hcrt, TH, SRIF et GHR

1.6.1 COMPARAISON AVEC MCH ET Hecrt

Les neurones des deux populations MCH et Hcrt s@jpbritairement localisés dans I’hypothalamus
latéral tubéral. Les premiers sont aussi abondarmwoieservés dans la région rostromédiane de la
zona incerta. Cependant, les aires de distribud@mndeux populations s’étendent dans les terrioire
hypothalamiques plus périventriculaires, notamnagms la capsule du noyau ventromédian. La
comparaison de la distribution des neurones a REREc ceux de ces deux populations
peptidergiques montrent que les premiers neuroaeshdcune d’entre elles sont observés au méme
niveau de coupes antéropostérieures, et les ocespauls caudaux sont observés au méme niveau dans
la partie postérieure du noyau périventriculaing @). Cependant, par double marquage, aucune co-
expression des signaux par hybridatiositu pour RFRP et des signaux immunohistochimiques pour
MCH et Hcrt n'a été observée. De nombreuses imalgepérikaryons adjacents suggérant des
accolements ont été observées essentiellementldarepsule du noyau ventromédian et dans le
noyau périventriculaire, confirmant la colocalisatau moins partielle- des populations. Enfin, des
fibres marquées par I'anticorps anti-MCH ont souéé observées au contact de périkaryons RFRP,

suggérant une innervation.

1.6.2 COMPARAISON AVEC TH ET SRIF

De facon similaire a la comparaison réalisée aescpbpulations de neurones a MCH et Hcrt, la
combinaison des techniques d’hybridationsitu et d’immunohistochimie a permis de visualiser
d’éventuelles interactions entre les neurones aHRERceux contenant I'enzyme de synthese de la

dopamine (la tyrosine hydroxylase) et la somatostat
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Fig 25

(A,B,C) Photographies de doubles marquages par immunohiste (MCH, vert) et hybridatiom

situ (ARNm RFRP, noir) sur des coupes frontales de emrvde rat adulte passant par
I'hnypothalamus. C est un grossissement de B, lunmétant un grossissement de A.

Chaque point vert ou noir représente I'équivalenindcorps cellulaire. Certains corps cellulaires
exprimant la MCH (fleches en B) sont localisés &oite apposition avec les corps cellulaires RFRP-

positifs sans co-expression.
(D) Dessins de coupes frontales de cerveau de rateaghalssant par la partie caudale de
I'hnypothalamus tubéral, et arrangées selon l'axstrosaudal. En vert, est représentée la distributio

des corps cellulaires MCH-positifs. Les périkary&ERP-positifs sont figurés en rouge.

Barre d’échelle : (A,B) 500um ; (C) 150um ; (D) 1mm
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Fig 25: Confrontation des distributions des neurones camel’ ARNmM RFRP et des neurones
a MCH sur des coupes frontales d’hypothalamus tadualte.
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Fig 26 :

Photographies de doubles marquages par immunohistec(TH, vert) et hybridatiom situ (ARNm
RFRP, noir) sur des coupes frontales de cerveaatdalulte passant par I’hypothalamus et arrangées
du niveau le plus rostral (A) au niveau le plusdayG). B est un fort grossissement de I'encadré e

A, et D un fort grossissement de I'encadré en C.
Chaque point vert ou noir représente I'équivalemindcorps cellulaire. Certains corps cellulaires
exprimant la TH (fleches en D) sont localisés epitt apposition avec les corps cellulaires RFRP-

positifs sans co-expression.

Barre d’échelle : (A,C,D,E,F,G) 500um ; (B) 100um
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Fig 26: Confrontation des distributions des neurones camel’ ARNmM RFRP et des neurones
a TH sur des coupes frontales d’hypothalamus daduaite.




La distribution des neurones dopaminergiques estzasomplexe. lls se distribuent en différents
groupes selon leur aire de distribution hypothatarai: groupe A1l dans I'’hypothalamus postérieur,
Al12 dans le noyau arqué, A13 dans la partie rosidiame de la zona incerta, et A14 dans la partie
antérieure du noyau périventriculaire (Hokftlal., 1984). La comparaison des aires de distribution a
montré que les neurones dopaminergiques étaieférenfiellement localisés dans la partie rostrale
de l'aire de distribution des neurones RFRP, phrsiqulierement dans la partie antérieure du noyau
périventriculaire (Fig 26). Des neurones dopamiiggrgs de la partie caudale du groupe Al4 ainsi
que des boutons sont observés en étroite apposiien les corps cellulaires RFRP. En arriere, peu
de corps cellulaires dopaminergiques sont obsetaés la capsule du noyau ventromédian, ou est
exprimée la majorité des neurones a RFRP. Aucutacbn’a été observé entre les neurones a RFRP

et les neurones des groupes All, Al12 et A13.

Les périkaryons producteurs de la somatostatinéH)S¥ont majoritairement observés dans la partie
antérieure du noyau périventriculaire (Fig 27). ®ar noyau, quelques corps cellulaires RFRP sont
observés. Aucun ne présente le marquage immunohist@ue fourni par I'anticorps anti-SRIF. En
revanche, des fibres immunoréactives ont été obesnau contact des périkaryons RFRP. Ces
contacts semblent plus fréquents sur les neuroR@PRles noyaux périventriculaire et arqué. Les
projections somatostatinergiques fournissent umeeriration extrémement abondante du noyau
ventromédian, ce qui a aussi permis de clairemérifier la localisation des périkaryons RFRP dans

la capsule de ce noyau.

163 COMPARAISON AVEC GnRH

Un certain nombre d’études chez les mammiferessepiseaux suggére I'implication des neurones a
RFRP dans le contrdle de I'axe gonadotrope, d’'au &atre nom GnlH ‘gonadotropin-inhibitory

hormone’. L'utilisation d’un anticorps anti-GnRHp&rmis le marquage de corps cellulaires dans la
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région préoptique ventrale et des fibres transitkams une voie ventrale ou périventriculaire. Rar |
techniques de double marquage, tres peu d'imagesremd un rapprochement entre ces fibres et les

périkaryons RFRP (Fig 28).

1.7 CONCLUSION

Dans cette premiere partie, nous avons montré’'gatcbrps commercial dirigé contre la métastine
humaine n'était pas spécifique de la population nd@irones métastinergiques mais marquait
également d’autres populations de neurones, notatrae#e productrice du peptide RFRP, dans des
régions hypothalamiques d’intérét au laboratoirpuite de nombreuses années : la ‘zone a MCH'.
L’étude de la distribution des neurones a RFRP atréogu’elle était exprimée dans des noyaux
exclusivement hypothalamiques, plus particulierdmetnmassivement dans la capsule du noyau
ventromédian. Dans ces noyaux, sont aussi expuifaésres populations de neurones productrices de
peptides (MCH, Hcrt, SRIF, GnRH) et enzymes (THjad&udiées au laboratoire. Je ne reviendrai
pas sur la distribution détaillée de chacune depmgmilations. Cependant, nos études de double
marquage ont montré que la population de neuronB$RP forme une condensation cellulaire
unique, pouvant interagir avec les neurones a MCH-epour lesquels des accolements entre corps
cellulaires ont été observés. De plus, les doublasjuages RFRP-GnRH ainsi que les injections de
traceur fluorogold ne nous ont pas permis de \&&rifin rdle neuroendocrine majeur des neurones a
RFRP. Ainsi, nous avons décidé de poursuivre Iétel la population de neurones a RFRP, avec des

approches plus morphofonctionnelles.
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Fig 27 :

Photographies de doubles marquages par immunohistec (SRIF, rouge) et hybridatioim situ

(ARNmM RFRP, noir) sur des coupes frontales d’hyalatmus de rat adulte.

Chaque point noir représente I'équivalent d’'un sogellulaire. Aucun corps cellulaire contenant
TARNm RFRP ne présente le marquage de I'anticogdi-SRIF. Cependant, des fibres

immunoréactives somatostatinergiques sont localigde contact étroit avec des corps cellulaires

RFRP-positifs dans les noyaux hypothalamiques pgtiiculaire et arqué.

Barre d’échelle : (A) 500um ; (B) 150um
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Fig 27: Confrontation des distributions des neurones camel’ ARNmM RFRP et des neurones
somatostatinergiques sur des coupes frontales dthgfamus de rat adulte.




Fig28:

Photographies de doubles marquages par immunohistigc (GNnRH, rouge) et hybridatiam situ
(ARNm RFRP, noir) sur des coupes frontales dhyplatimus de rat adulte. C est un fort
grossissement de I'encadré en B.

Chaque point noir représente I'équivalent d’'un sogellulaire. Aucun corps cellulaire contenant
'’ARNmM RFRP ne présente le marquage de l'anticamis-GnRH. Cependant, de tres rares fibres a

GnRH sont localisées en contact étroit avec dgssamellulaires RFRP-positifs (fleche en B).

Barre d’échelle : (A) 500um ; (B) 150um ; (C) 200um
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Fig 28: Confrontation des distributions des neurones camte 'ARNmM RFRP et des
neurones a GnRH sur des coupes frontales d’hy@othed de rat adulte.
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2*Me P ARTIE

ETUDE DU DEVELOPPEMENT DU SYSTEME RFRP
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Nous avons vu précédemment que les neurones peatisicte '’ARNmM RFRP sont localisés dans un
territoire qui borde médialement la ‘zone a MCH'oté équipe travaille depuis de nombreuses
années sur cette ‘zone’ et tout naturellementoilsnest apparu indispensable d’entamer des travaux
complémentaires de ceux en cours concernant lesmesia MCH et a Hcert. Certains de ces travaux
ont déja été partiellement reportés dans l'intréiduc, brievement, ils s’orientent autour de trois
directions :

-le développement : nous avons vu que les deux-pomglations de neurones a MCH et celle a
hypocrétine sont générées en vagues successivsesh@rxet al., 2002 ; Amiotet al., 2005).

-les connexions : des travaux plus anciens ont igaditdentifier certains des circuits impliquantsce
neurones (Bayest al., 1999 ; Cvetkoviet al., 2003).

-les fonctions : nous avions tenté d’identifier desditions expérimentales modifiant I'expressien d
MCH ou Hcrt (Griffondet al., 1998, 1999 ; Hervét al., 1998) notamment en liaison avec le contrdle

de la balance énergétique.

Afin de compléter ces données précédentes, noussgwaursuivi nos investigations dans les trois
directions correspondantes suivantes : tout d’gboolis avons analysé le développement de la
population a RFRP, en mettant 'accent sur la gedes neurones contenant ce peptide en utilisant la
technique du BrdU. Ensuite, en combinant une teglende tracage antérograde des voies nerveuses
avec la détection des neurones a RFRP par hylmndatsitu, nous avons tenté de mettre en évidence
certaines des afférences a ces neurones. Enfis,avamns recherché des variations de I'expression de
'ARNmM RFRP dans diverses conditions expérimentadBesucoup des résultats obtenus et présentés

ci-apres ne sont que préliminaires et nécessienetides plus approfondies.
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2 ETUDE ONTOGENETIQUE ET MORPHOFONCTIONNELLE DES NEUR ONES A

RFRP

Comme indiqué dans le chapitre précédent, parcelegpieneurones a RFRP sont localisés dans
I’hypothalamus tubéral, dans les territoires lassphédians de ce que nous avons appelé la ‘zone a
MCH’, nous avons entamé des études ontogénétiduesleacompléter les études déja réalisées au
laboratoire concernant le développement des papatanheuronales de ce territoire, et en particulier
les travaux liés a la neurogenese des populatiphsifEjues de ce segment hypothalamique (MCH,

Hcrt).

2.1 ONTOGENESE DU SYSTEME A RFRP

2.1.1 GENESE DES NEURONES A RFRP

Puisque non établie dans la littérature, nous smmsmes donc intéressés a la neurogenése de la
population de neurones a RFRP en combinant lesitpots d’hybridationn situ (pour RFRP) avec

la méthode du BrdU. Les cerveaux de la descendaatzde femelles injectées a différents temps de
gestation, entre le $1°et le 16™jour (E11 & E16), ont été examinés. Les cerveatnétd débités en
séries de coupes de 10um d'épaisseur, et seulesolgmes passant par I'hypothalamus ont été
étudiées. Le BrdU est un analogue de la thymidimtlngéne, qu’il remplace lors de son incorporation
dans I’ADN en cours de synthése (phase S du cytligaire).

Le marquage obtenu est un marquage exclusivemetéaine. Il est plus ou moins intense selon le
nombre de divisions qu’ont subi les cellules apaesir incorporé le BrdU. Les cellules les plus
fortement marquées ont incorporé le BrdU pendaphkse de réplication du dernier cycle cellulaire
avant différenciation, alors que les cellules dentnarquage est le plus faible ou fragmenté se sont
divisées une ou plusieurs fois apres I'incorporatide fait, nous nous sommes intéressés aux seules
cellules dont le marquage nucléaire était le phisnise afin de déterminer la date de naissance des

neurones a RFRP (Fig 29).
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Fig 29 :

Cette figure illustre la genése des neurones a RFRP

(A) Photographie de corps cellulaires doublement némrgontenant ’TARNm RFRP et le marquage

immunohistochimique fourni par I'anticorps anti-dRt.

(B) Tableau de comptage du nombre de corps celluldioelement marqués RFRP+/BrdU+. A

noter que seuls les corps les plus intensémentudard@éeches en A) ont été comptabilisés.

(C) Histogramme de représentation du comptage des ceffulaires RFRP+/BrdU+, conduisant au

pic de genese des neurones a RARPcentré sur les stades embryonnaires E13-E14.
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Nbre de neurones marq@s

==

i

E13 El4

El5

Stade embryonnai

Stade Neurones
embryonnaire RFRP+ / BrdU+
E12 1 (+ 1.00)
E13 34 (+17.08)
El4 45 (+6.65)
E15 3 (+£3.00)
E16 0

ET E12 E13 E14 E15/16

Stade embryonnai

Fig 29: Genése des neurones a RFRP.
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Les périkaryons doublement marqués (Fig 29, A) séttctés massivement chez les animaux ayant
recu linjection aux 19" et 14Me jours de vie embryonnaire. Quelques rares corpislaiees
doublement marqués sont détectés aux stades ENBefucune cellule doublement marquée n’'a été
détectée aux stades E11 et E16 (Fig 29, B-C).

La neurogenése des neurones a RFRP s’étale dore EbP et E15, avec un pic unique de

neurogenése présentant un maximum de neurones R §ét€rés aux stades E13-E14 (Fig 29, D).

2.1.2 ONTOGENESE DE L'EXPRESSION DE L’ARNm RFRP

Par des techniques d’hybridatiomsitu, les premiers ARNm RFRP ont été détectés “Afijur de

vie post-natale P3. La majorité des corps celletaist distribuée a proximité dt"3ventricule. Le
nombre de neurones a RFRP augmente avec I'agendieraux jusqu’a un maximum aﬁ"@jour de

vie post-natale. Les neurones sont progressivedisinibués dans les structures hypothalamiques de
facon similaire a celles observées a I'age adalteavoir le noyau périventriculaire et la capsule d

noyau ventromédian.

2.2 APPROCHE HODOLOGIQUE ET ETUDE MORPHOFONCTIONNELLE

DU SYSTEME RFRP

2.2.1 AFFERENCES DES NEURONES A RFRP

Les données de la littérature concernant les aité&sea la capsule du noyau ventromédian sont rares.
Cette région est en général associée au noyaudoiemLes dendrites des corps cellulaires étant auss
observées a I'extérieur des frontieres cytoarctotéques du noyau, des projections dans la capsule
ont souvent été considéerées comme des afféerenaasyau lui-méme (Millhouse, 1978). Cependant,

I'existence de neurones dans cette capsule, eamtaucune relation anatomique claire avec le noyau

lui-méme, suggere que cette structure est uneéardiirologique.

134



D’aprés la littérature, au moins deux structur@eiment la capsule du noyau ventromédian : le noyau

latéral du septum (LS) et le noyau antérieur dgpldthalamus (AHN) (Fig 30).

2.2.1.1 LE NOYAU ANTERIEUR DE L’'HYPOTHALAMUS

Le noyau antérieur de I'hypothalamus est divisétreis parties appelées antérieure, centrale et
postérieure (Risolat al., 1994). D’'un point de vue général, seules desiiigps dans les parties
centrale et postérieure de ce noyau (Fig 30, Agledw une innervation massive de la capsule du
noyau ventromédian, alors que les projections ssigéela partie antérieure et irrigant cette capsule
sont peu nombreuses. Ces fibres sont trés varigaerisprésentent un grand nombre de boutons.
Toutefois, il est a noter que bien qu’extrémemaentse, I'innervation depuis le noyau antérieur n’est
pas spécifiqgue de la capsule. En effet, de nombsefilsres sont également observées dans le noyau
ventromédian, et plus particulierement dans sesepatorsomédiane et centrale (Fig 30, C). Airesi, |
territoire d’innervation depuis le noyau antériemmplique a la fois la capsule et le noyau

ventromédian lui-méme, sans marquer la frontieteeares deux structures.

Les autres projections issues des sites d'injediqartir desquels les projections sur la capsule d
noyau ventromédian sont notées, peuvent étre r&asubr@&vement. Dans le télencéphale, les noyaux
latéral du septum (LS), de la strie terminale (B®&T)médial de I'amygdale (MEA) sont les plus
densément innervés avec un grand nombre de bod®rnzassage observés sur ces fibres. Une
innervation modérément dense est observée dangbfdamce innominée (Sl) et l'aire préoptique
latérale (LPO). Quelques fibres sont trouvées tansyau médian du septum (MS) et le noyau de la
bande diagonale (NDB), avec peu de boutons. Plasr@re, les noyaux latéral et médian du septum
laissent progressivement la place au noyau septofi(SF) ou quelques fibres sont observées.

Dans les aires préoptiques médiane (MPO) et lat&ladPO), et I'aire hypothalamique antérieure

(AHA), un grand nombre de fibres sont aussi obsyv&n arriére, la zone subparaventriculaire de

135



I'hypothalamus (SBPV), la partie ventrolatéralel'd@e hypothalamique latérale (LHA) et le noyau
antérieur présentent une innervation modérémerdedgpuelques fibres sont trouvées dans le noyau
paraventriculaire (PVH). La zona incerta (ZI), lByau dorsomédian (DMH) et I'aire hypothalamique
latérale (LHA) présentent une innervation diffulse.noyau prémamillaire dorsal (PMd) est fortement
innervé. Finalement, le noyau postérieur de I'hiiptamus (PH) présente un grand nombre de fibres
de passage, en transit vers la substance grisgpéducale (PAG).

Le thalamus est un territoire qui présente unerirat®n modérément dense, et relativement diffuse
dans le noyau paraventriculaire (PVT) et la pargatrolatérale du noyau reuniens (RE). Le noyau
parataenial (PT) est faiblement innervé, tout contargartie ventrale du noyau antéromédian (AMv).
Dans le tronc cérébral, on trouve une innervatioodénément dense, majoritairement dans la

substance grise périaqueducale.

2.2.1.2 LE NOYAU LATERAL DU SEPTUM

En 1997, Risold et Swanson ont suggéré que le nlay@ral du septum (LS) peut étre divisé en trois

parties majeures : la partie rostrale (LSr) corgeatssentiellement avec les noyaux de la zone
médiane de I'hypothalamus, spécialement le noydériaar, et caractérisée par I'expression des

ARNmM de I'enképhaline et de la neurotensine ; laigpasentrale (LSv) est connectée a la zone

périventriculaire de I'hypothalamus, en particuleenoyau préoptigue médian, et caractérisée par un

abondante expression de '’ARNmM du récepteur aurgstes ; et une partie caudale (LSc) connectée
avec la zone latérale de I'hypothalamus et le nogapramamillaire latéral et caractérisée par

I'expression de 'ARNmM de la somatostatine.

Dans ce sens, seuls les travaux expérimentauxigsguels une innervation massive de la capsule du
noyau ventromédian était observée, ont été réex@mminces analyses concernent plus

particulierement des injections de PHA-L dans iag ventrolatérale de la partie rostrale du noyau

latéral du septum (Fig 30, B) (niveau 14 de I'atl@asSwanson, 1992). Le réseau de fibres est dense,
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compact et limité a la capsule (Fig 30, D). Lesd&bsont variqueuses, et de trées nombreux boutons
sont visualisés (Fig 30, E). A linverse des préjats issues du noyau antérieur de I'hypothalamus,
aucune innervation du noyau ventromédian n’est rgBse montrant ainsi une irrigation massive et
spécifique de la capsule.

D’autres structures, ici présentées brievementiveqt des projections depuis la partie rostraleale
noyau. La majorité des neurones ayant incorpofHA-L projettent dans l'aire préoptique latérale.
Une innervation modérée est observée dans les rngyaoptiques antéroventral, suprachiasmatique
et médian. Plus en arriere, le noyau antérieur’'tdgdthalamus est tres densément innervé. Ce
territoire de terminaison s’étend, avec la mémenisité, dans la capsule du noyau ventromédian (Fig
30, D). Quelques fibres sont observées dans l'aypothalamique latérale, en transit vers
I’hypothalamus postérieur et présentant des boutlengassage. D’autres fibres sont observées dans
la partie médiane de la zona incerta, la partiermédiaire du noyau périventriculaire et le noyau
dorsomédian. Enfin au niveau prémamillaire, laipgpbstérieure du noyau périventriculaire recoit
une irrigation diffuse, tout comme le noyau poséride I'hypothalamus. Des fibres sont observées
en transit vers la substance grise périaguedu€alelques fibres sont distribuées dans la partie

ventrale du noyau tubéromamillaire et le noyau yeamiculaire du thalamus.

2.2.1.3 INNERVATION DU SYSTEME RFRP

L’étude de I'innervation potentielle du systeme BFRété réalisée apres injections iontophorétiques
stéréotaxiques du traceur antérograde PHA-L damoyau latéral du septum. Les techniques de
double marquage en combinant I'hybridatiomsitu pour RFRP et 'immunofluorescence pour le
PHA-L ont permis de révéler la présence de prajastidu noyau latéral du septum a proximité
immédiate des corps cellulaires RFRP dans la caphuihoyau ventromédian (Fig 31). Ces travaux
nécessitent d’étre approfondis, notamment afin édfier la présence de contacts synaptiques et

identifier les neurotransmetteurs et neuropepfilgdiqués.
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Fig 30 :

(A) Photographies de marquages aprés injection sééigae du traceur antérograde PHA-L dans le

noyau antérieur de I'hypothalamus (AHN).

(B) Photographies de marquages aprés injection st&igae du traceur antérograde PHA-L dans le

noyau latéral du septum (LSN).

(C) Les projections issues du AHN sont retrouvées ivesent dans la capsule du noyau

ventromédian et dans le noyau ventromédian.

(D) Les projections issues du LSN sont retrouvées ieament et spécifiguement dans la capsule du

noyau ventromédian.

(E) Fort grossissement indiquant un réseau dense s filans la capsule du noyau ventromédian, et

un grand nombre de boutons terminaux.

Barre d’échelle : (A,B) 500um ; (C,D,E) 200pum
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Fig 30: Photographies de projections afférentes a la é@gsunoyau ventromédian depuis les
noyaux latéral du septum (LSN) et antérieur deddthalamus (AHN).
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(A) Photographies de marquages de corps cellulairgerant '’ARNmM RFRP (fleches).

(B) Photographies de marquages de fibres marquée$apéicorps anti-PHAL, apres injection
stéréotaxique du traceur antérograde PHA-L damoyau latéral du septum (LSN). Ces fibres sont
de fort calibre et variqueuses.

(C) La superposition des images A et B indiquent etagnt que des projections issues du LSN sont
en étroite apposition de corps cellulaires RFRRtifm¢fleches). De nombreux boutons terminaux de
ces fibres sont observés au contact des périkafgéfRP, indiqguant une innervation des neurones a

RFRP par des projections issues du LSN.

Barre d’échelle = 100um
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Fig 31: Innervation de corps cellulaires RFRP par deseptmjns issues du noyau latéral du
septum.
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2.2.2 DONNEES EXPERIMENTALES: RESTRICTION ALIMENTAIRE,

REALIMENTATION, STRESS.

Des variations d’expression de 'ARNm RFRP en refaavec le contréle de la balance énergétique
OU avec un stress aigu ont été recherchées. Césanges ont malheureusement porté sur un nombre
trop réduit d’animaux et nécessiteront d’étre cartgds notamment par d’autres approches. Ce sont
donc des données préliminaires qui sont préseitiees qu'’il nous a été impossible de complétar pa
manque des infrastructures adaptées.

L’aire de distribution des neurones RFRP dansdaéza MCH’, en contact étroit avec les neurones a
MCH et a hypocrétine ayant d’aprés la littératunerdle orexigene, nous a conduit a vérifier un role
potentiel de neurones a RFRP dans les mémes phaasnfinsi, nous avons placé des animaux en
conditions de restriction alimentaire totale penidé8h. Cette restriction alimentaire a été suivie
d’'une phase de réalimentation pendant 3h pour tutidnimaux.

Les mesures par RT-PCR semi-quantitative relativenoontré une diminution de 24% des taux
d’expression de 'ARNm RFRP chez les animaux ayamii une restriction alimentaire. Aprées
réalimentation, les taux ’ARNm RFRP sont augmetés niveau légerement supérieur a celui
observé chez les animaux en conditions normaldsndatation (+11,5%). Par comparaison avec les
animaux placés uniguement en restriction alimestadé réalimentation permet une récupération de
+46,7% d’expression de 'TARNm RFRP (Fig 32, A).

Parallelement, les injections du traceur antéragm@llA-L ont montré que ces neurones regoivent
une innervation massive du noyau antérieur de biyglamus et du noyau latéral du septum. Ces
deux noyaux sont impligués dans des circuits liés @mportements de stress et de défense. Nous
avons donc émis I'hypothése d’une implication desranes RFRP dans les réactions de stress et de
défense. Des animaux ont donc été soumis a urs greéronnemental par confinement pendant 3h.
Les mesures ont montré une augmentation signiieates taux d’expression de TARNm RFRP de

31,4% par rapport aux animaux placés dans destaamglnormales d’hébergement (Fig 32, B).
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2.3 CONCLUSION

Dans cette seconde partie, nous avons montré quapldation de neurones a RFRP, distribuée dans
la capsule du noyau ventromédian, recevait desvatiens par des centres intra- (noyau antérieur de
I’hypothalamus) et extra-hypothalamiques (noyaartdtdu septum). Nos résultats montrent aussi des
variations significatives des taux d'expression B&RNm RFRP en conditions de stress

environnemental par confinement. Cependant, ibesbter que ces résultats sont trop préliminaires

pour qu’une conclusion stricte soit émise.
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Fig 32 :

(A) Histogramme représentant les variations des tdexpression de 'ARNm RFRP dans des
conditions de restriction (RA) et de restrictionmantaire suivie de réalimentation (RAR). Les

variations mesurées ne sont pas significative@rd&les tests non paramétriques de Mann-Whitney.

(B) Histogramme représentant les variations des tdexpression de 'ARNm RFRP dans des

conditions de stress par confinement (CONF). Legatrans mesurées sont significatives@g1),

d’aprés les tests non paramétriques de Mann-Whitney
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Taux d’expression d’ARNm RFRP

Conditions expérimentales

B **  p=<0.01

Taux d’expression dARNm RFRP

Conditions expérimentales

Fig 32: Diagrammes représentant les variations des taxpoession de TARNm RFRP
sous restriction alimentaire [RA], restriction adintaire suivie de réalimentation [RAR],
et confinement [CONF].
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1 DISTRIBUTION DE LA METASTINE ET DE RFRP : CARACTERI SATION

DES NEURONES A RFRP

Les principaux résultats concernaient la mise ateéx¢e d’une nouvelle population de neurones
de I'hypothalamus, dont une des caractéristigussngielles, au méme titre que les populations

de neurones a MCH et a hypocrétines, est d’étrefagpée de la région tubérale.

11 DISTRIBUTION DES MARQUAGES IMMUNOHISTOCHIMIQUES ET

D’HYBRIDATION IN SITU POUR METASTINE ET RFRP.

1.1.1 PREMIERES OBSERVATIONS ET CONFRONTATIONS AVEC LES

DONNEES DE LA LITTERATURE.

Comme nous l'avons déja amplement spécifié dangdduction, le projet initial de ce travail,
en collaboration avec I'équipe suisse du Pr Prala@ogcernait I'étude de la distribution du
peptide métastine dans le cerveau de rat, afin i@exrcomprendre son implication dans la
régulation de I'axe gonadotrope, en particulierzctles animaux invalidés pour le récepteur au
NPY et ayant un retard de puberté (Praleng., 2002). En 2005, lorsque ce travail a été initie,
la distribution du peptide métastine dans le carvdmen que confirmée puisque peptide et
ARNmM étaient retrouves, n’était pas encore fermenétablie et des difféerences importantes
existaient dans les résultats rapportés par diftéreauteurs. Ces divergences sont
particulierement apparentes dans la synthese daséds bibliographiques présentées dans le
tableau ci-dessous (tableau 3). Pendant les a200&s2006, les corps cellulaires étaient décrits
dans de nombreux territoires hypothalamiques etadxtpothalamiques, mais avec une trés
grande variabilité suivant les outils et le matétiglisés, en particulier les anticorps et les
especes. Les resultats obtenus au laboratoire keviecorps anti-hMet étaient tout a fait

concordants aux premiers décrits dans la littéeatavec ce méme anticorps commercial
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(Brailoiu et al., 2005). Notamment, les nombreux corps cellulaieservés dans la capsule du
noyau ventromédian sur des coupes d’hypothalamusatdemales étaient aussi décrits par
d’'autres études. Par ailleurs, nos observations dag animaux femelles en proestrus
confirmaient I'expression du peptide de maniéres phbbondante dans le noyau arqué et les
régions préoptiques (dans les noyaux antérovepéraventriculaire et périventriculaire), ce qui

correspondait aussi avec des études concernarglitetion de métastine dans le contrdle de

I'axe gonadotrope (voir introduction).

REFERENCES OUTILS LOCALISATION CERVEAU ESPECES
Muir et al., 2001 RT-PCR CPu, ACB, striatum, AMY, cervelet, |homme
hypothalamus
Gottsch et al., 2004a HISradio (sMet) AVPV, PV, ARH, AMYm, ADP souris méle
Brailoiu et al., 2005 WB hypothalamus, moelle, tronc
IM (hMet) ACB, CPu, DMH, PVHpv, rat
VMH, ARH, PVT, NTS
Kinoshita et al., 2005 RT-PCR ARH-ME, POA, hypophyse rat femelle
IM (rMet #156-254) | ARH
Smith et al., 2005a/b HISradio (sMet) ARH, AVPV, PV souris
Shahab et al., 2005 HIS ARH singe méle
Franceschini et al., 2006 IM (kp10 #566) ARH, DMH, MEPO brebis
Clarkson et herbison., 2006 | IM (kp10 #566) AVPV-PV, DMH-AHN, ARH souris
Smith et al., 2006b HISradio (rMet) AVPV, ARH rat femelle
Pompolo et al., 2006 IM (hMet) ARH, BDB, POA brebis
Sun et al., 2007 IM (hMet) ARH, PV, POA rat femelle
Maeda et al., 2007 IM (hMet) et HIS ARH-ME, AVPV rat femelle
Kauffman et al., 2007 HISradio (rMet) AVPV, ARH rat
Adachi et al., 2007 IM (rMet #156-254) | ARH, AVPV rat femelle
HIS ARH, AVPV
Yamada et al., 2007 RT-PCR, rMet ARH-ME, AVPV, POA rat femelle
HIS ARH
Greives et al., 2007 IM (hMet #T4771) AVPV, ARH hamster male

Tableau 3 Comparaison de la distribution des neurones astiigea obtenue lors de différentes études.

Cependant, de nombreuses divergences étaient &gdesssentiellement avec les travaux
effectués par hybridatiom situ, lesquels ne décrivaient pas de marquages dantwlisires
plus dorsaux au noyau arqué dans I'hypothalamuéralib

En 2006, une équipe (Kriegsfedd al., 2006) a publié une cartographie de la distrilyuti

peptide RFRP, un membre de la méme famille de geeptjue la métastine mais appartenant a
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un embranchement différent (classification de pkystiRFamide par Osugi al., 2006). Cette
cartographie a été réalisée sur des cerveaux dstéanen utilisant un anticorps dirigé contre le
peptide GnlH d'oiseau. Cette cartographie de laridigion hypothalamique de GnIH/RFRP
ressemblait a la cartographie que nous avionssgsalchez le rat méale avec I'anticorps anti-
hMet. La sonde fournie par I'équipe suisse (Gotetci., 2004a), ne donnant aucun résultat sur
notre matériel rat, des sondes métastine et RFRRilors été réalisées. Nous avons obtenu
eégalement les anticorps utilisés par Kinosleital., et par Franceschirt al., et pratiqué des

tests d’inhibition en phase liquide de I'anticogrgi-hMet avec le peptide RFRP-1.

1.1.2 DISCRIMINATION DES SYSTEMES METASTINERGIQUE ET RFRP

CHEZ LE RAT.

Sans vouloir revenir dans le détail, l'utilisatiate ces différents outils nous a permis de
comprendre I'organisation anatomique des systénkd#®PRet métastinergique. Parallelement a
nos efforts dans ce sens, des travaux -que nosvaktises confirmaient- étaient publiés. Chez le
rat, 'anatomie des systemes a RFRP et a métgstinaent étre résumeés de la maniére suivante :
Par hybridationin situ avec des sondes complémentaires des ARNm RFRFétestine, les
marquages sont observés dans des noyaux hypothaksniifférents. L'ARNmM de la métastine
est exprimé majoritairement dans des neuronesfd&PN/ et du noyau arqué. Quelques cellules
du noyau médian de I'amygdale ont aussi été décdtanme exprimant un faible marquage.
Nous avons retrouvé ces cellules, mais nous avossi abservé guelques neurones dans les
parties parvicellulaires antérieures du noyau paraiculaire hypothalamique. L'ARNmM de
RFRP est quant a lui majoritairement décrit danscdpsule du noyau ventromédian. La
distribution de ce systéme sera détaillée plus bas.

Seul I'anticorps anti-Met de Franceschanhial. a fourni un marquage comparable dans 'AVPV

et 'ARH. Cependant, cet anticorps donne aussi argoage de corps neuronaux dans la capsule
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du VMH, tout comme I'anticorps anti-hMet commerigél par Phoenix Pharmaceuticals ; ce
dernier ne marquant 'AVPV ou intensément le nogequé que chez les femelles en proestrus.
Enfin, I'anticorps de Kinoshitat al. ne donne qu’'un marquage du noyau arqué chez le. mal
Ainsi il devenait clair gu’aucun des anticorps aiétspécifique des neurones métastinergiques
marqués par hybridatiam situ, mais ces observations évoquaient au moins qogdéaps anti-
hMet ainsi que I'anticorps de Franceschenal. reconnaissent le peptide RFRP dans la capsule
du noyau ventromédian.

Des inhibitions en phase liquide de Ianticorps owmrcialisé (anti-hMet) avec des
concentrations croissantes du peptide RFRP se dmmt montrées indispensables afin de
spécifier le marquage immunohistochimique que renisns obtenu. Une inhibition totale du
marquage fourni par I'anticorps anti-hMet dans d@sule du noyau ventromédian et le noyau
dorsomédian, a été obtenue pour une concentragopegptide RFRP égale a 10nM. Pour
d’autres noyaux, comme le NTS, le marquage étajotws observé, suggérant la reconnaissance
d’un autre systeme peptidergique non identifié méngar cet anticorps. Ceci nous a donc amené
a nous rendre a I'évidence que I'anticorps comnaércétait pas spécifiqgue de la métastine mais
marquait d’autres systemes peptidergigues commexmanple RFRP. En fait, cet anticorps est
dirigé contre les dix derniers acides aminés situéextrémité C-terminale. Par comparaison
avec les séquences aminoacidiques des autres ggeptda famille RFamide, il s’est avéré que
I'extrémité C-terminale (ArdR]-PheF]-NH,) est relativement bien conservée entre les peptide
des différentes especes. Cependant, chez le rgnigemmétastine possede une extrémité C-
terminale ne différant que par un acide aminé : tyresine[Y] remplace la phénylalanirfg].

La métastine de rongeur n'est pas un peptide RFamidsens strict : il s’agit en fait d'un
peptideRYamide, de la méme facon que le peptide NPY en resDe fait, des interactions
croisées avec d’autres peptides de la famille R&@ansiont envisageables (tableau 4). Des
réactions de double marquage par hybridatiositu pour RFRP et immunohistochimie pour la

métastine ont montré que tous les corps cellul®fERP-positifs contenaient également le
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Peptide RFamide Espéce Séquence C-terminale
RFRP-1 rat ...ankvphsadrPLRFNH2
souris ...ankvphsadrPLRFNH2
homme ...ankvphsadrPLRFNH2
GnIH-RP1 oiseau kvpnsvam.PLRF-NH2
RFRP-2 rat @
souris %)
homme sagatahPLRS-NH2
GnIH oiseau sikpsay. PLRFNH2
RFRP-3 rat ...eagtmshfpsPQRF~NH2
souris ...eagtrshfpsPQRF~NH2
homme vpNLPQRRNH2
GnIH-RP2 oiseau ssigslin. SQRFNH2
Métastine rat ...kdmsaynwnEGLRY -NH2
souris ...kdIstynwngGLRY -NH2
homme ...kdlpnynwng&GLRF-NH2
oiseau Non identifié
NPFF-1 (NPFF) rat flfg PORENH2
souris flfg PORFNH2
homme rsqaflf)PQRFNH2
oiseau Non identifié
NPFF-2 (NPSF) rat slaPQRFNH2
souris sladPQRF~NH2
NPFF-2 (NPAF) homme ...gInsgfwsla® QRFNH2
oiseau Non identifié
PrRP rat ...pawytgrgirp\GR~NH2
souris ...pawytgrgirp\GR~NH2
homme ...pawyasrgirpGR~NH2
oiseau ...pswytgrgirp\GRF~NH2

Tableau 4. Comparaison des séquences de 7 peptides RFank&®RP(BnIH, métastine, NPFF et
PrRP) chez le rat, la souris, I'homme et les oiseau
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marquage fourni par I'anticorps dirigé contre lataséne humaine. Cette donnée a confirmé nos
résultats obtenus par incubation en phase liquiée I'dnticorps anti-hMet avec des
concentrations croissantes du peptide RFRP.

A la date & laquelle ce texte a été écrit, il r8exidonc aucun anticorps anti-métastine spécifique
de ce peptide chez le rongeur. En effet, les amticdartisanaux’ actuellement utilisés
nécessitent une pré-adsorption avec le peptide REBRA, préalable a toute

immunohistochimie, afin de visualiser le marquaggastinergique (Greives al., 2007).

1.1.3 ANATOMIE DU SYSTEME RFRP CHEZ LE RAT ; DONNEES CHEZ

L’'HOMME.

Initialement, pensant analyser la distribution gst&me métastinergique, il s’est avéré, controle
fait, que notre travail contribuait & caractéris@ns I'’hypothalamus, le systeme RFRP dont
I'action supposée sur I'axe gonadotrope est oppaséelle de la métastine. L'absence d’outil
immunologique spécifique de la métastine conjugaée difficultés rencontrées par I'équipe
suisse de confirmer sur le modéle murin, le retirguberté engendré par I'invalidation du géene
du récepteur NPY5 (certainement di a une dériveétgpre de la souche), nous avons donc
décidé de réorienter nos travaux sur I'analyseiltgadu systéme & RFRP. Notre intérét pour ce
systéme était renforcé par le fait que les neuralesette population sont exclusivement
localisés dans I'hypothalamus tubéral, caractéustipartagée par des neurones déja étudiés
depuis de nombreuses années au laboratoire (vapres).

Nous avons indiqué que la majorité des périkary®RRP est localisée dans la capsule du noyau
ventromédian. Cependant, I'analyse fine pointe wers distribution beaucoup plus complexe
(Legagneuxet al., 2009). En fait, des périkaryons ont été obserd@ss sept structures
hypothalamiques par hybridation situ avec la sonde préparée au laboratoire. Il estatétie

fournir une interprétation définitive a cette ohsgion. Elle pourrait étre l'indication que ces
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neurones appartiennent a des populations diffé&genteévant leur localisation. Cependant,
'homogénéité de leur aspect morphologique ain® tgs résultats obtenus concernant leur
genése ne plaident pas en faveur de cette hypothése localisation dans des structures
adjacentes les rend susceptibles de recevoir fleemtes d'origines différentes et donc d’étre
impliqués dans des circuits et des processus famwis distincts. Ces points seront approfondis
dans le troisieme paragraphe de cette discussion.

Certains périkaryons a RFRP sont dans des strgctwearoendocrines (partie antérieure du
noyau peériventriculaire et noyau arque). Le pepétmt lui-méme expérimentalement impliqué
dans des fonctions neuroendocriniennes telles ejgeritréle de I'axe gonadotrope, nous avons
recherché si certains des neurones le synthétmsantaient libérer leur produit de sécrétion
directement dans le sang. Des injections intratdages du traceur rétrograde fluorogold ont
donc été effectuées. La distribution des neuroeesoendocriniens dans I'’hypothalamus, ayant
concentré dans leur cytoplasme le traceur, correlgben tout point a ce qui était attendu et
décrit dans la littérature. Cette distribution measdonc pas commentée ici. Pour cette étude,
nous avons utilisé I'anticorps anti-métastine hureaifin de détecter les neurones a RFRP, mais
en limitant nos observations a I'hypothalamus tabétn effet, cette étude a été effectuée chez
le rat male, et nous avons vu dans le paragrapkeegent que tous les neurones de
I'hypothalamus tubéral marqués par I'anticorps -amétastine sur ce matériel étaient également
marqués par hybridatiom situ avec la sonde RFRP, et le marquage fourni patidenps était
inhibé par l'incubation de I'lS avec du peptide RFERCependant, aucun neurone hMet-positif
n'était rétrogradement marqué, et donc les neurarRERP ne semblent pas neuroendocriniens.
Cette donnée a été confirmée tres récemment parautne équipe : aucun neurone RFRP-
immunoréactif n’a incorporé le traceur fluorogotdaeicune projection des neurones a RFRP n’a
été observé avec les neurones neuroendocrinesdRéet\al., 2009).

L’incubation de I'anticorps anti-hMet avec le pel@iRFRP a totalement inhibé le marquage des

périkaryons hypothalamiques, mais aussi de lagrasde majorité des fibres que nous avions

155



caractérisées en tant que ‘fibres épaisses’. Leriggisn que nous avons faite de ces fibres est
tres proche de la cartographie établie par Kriddsdieal. chez le cobaye avec l'anticorps anti-
GnlIH de moineau. Cet anticorps et ceux de Fukusirai. et Yoshidaet al. étaient les seuls
spécifiqgues de ces neurones, et malgré nos effiois n’avons pu en obtenir. Nous devrons
donc nous contenter d’'une synthése des observat®miess auteurs avec celles que nous avons
effectuées avec l'anticorps anti-hMet. Néanmoinse gertaine représentation des projections
RFRP peut ainsi se dégager. Le télencéphale bagalypothalamus semblent les principales
cibles des projections RFRP. En particulier, ldoegeptale et notamment les noyaux median et
latéral du septum qui sont les plus innervés. Jasielques fibres atteignent les régions
corticales. Dans I'hypothalamus, les projectiondRRFsont diffuses. Kriegsfeld al. insistent
sur l'innervation des neurones a GnRH dans les airéoptiques ventrales (Kriegsfeddal.,
2006). Il est vrai que nous avons observé des dilmles nombreuses dans ces territoires.
Cependant, aprés injections vasculaires de fluddogeu de projections hMet-positives ont été
observées au contact des neurones ayant inteshé&igéaceur. Entre outre, les neurones de la
région préoptique rétrogradement marqués ne noupamsemblé particulierement innerveés. i
nous faudra reprendre ce travail avec un anticspgsifique, mais les données préliminaires ne
plaident pas pour une action directe importantsysteme RFRP sur I'axe gonadotrope chez le
rat male. Par ailleurs, aucun dimorphisme sexuglété reporté dans la distribution de RFRP.
Les autres systemes neuroendocriniens ne sembdsnplps innervés, notamment dans les
noyaux paraventriculaire, arqué ou peériventricelaMais encore une fois, cette étude nécessite
I'utilisation d’un anticorps spécifique afin d’étoemplétée. Les travaux récents de Rizwtzad.

ont confirmé nos résultats, a savoir qu’aucuneeflRFRP-immunoréactive n’est retrouvée dans
I’éminence médiane (Rizwaet al., 2009). Cette observation a été réalisée graae anticorps
produit par I'équipe elle-méme et dirigé contrepk&curseur prépro-RFRP-3. Les projections
descendantes ont été décrites chez le cobaye ieflsemnt dans la substance grise

périaqueducale (Rizwaei al., 2009). Nos observations tendent a confirmer gueegitoire est

156



effectivement innervé par des projections RFRP.e@Gdant, nous avons aussi noté d’autres
noyaux, et notamment le noyau de Barrington, qut $ cible de projections modérées. Les
données de la littérature sont compatibles avete cabservation, et la région du noyau
dorsomédian est connue comme étant une sourc&maffe au noyau de Barrington (Thompson

etal., 1996) (fig 33).

Parallelement au projet initial de la distributiditaillée du peptide métastinergique dans le
cerveau de rat, nous avons initié une étude destabdition de ce peptide dans I'’hypothalamus
humain. En effet, du matériel issu de la collectientissus humains obtenus par Brischoux en
2002, était disponible en quantité réduite. A I'¢pe, aucune donnée concernant la distribution
de la métastine dans le cerveau humain n’étaibdibpe dans la littérature, ce qui est toujours le
cas a I'heure actuelle. Les seules données didesnibhez I'hnomme concernaient la
physiopathologie du systeme métastinergique, pepeid récepteur (De Rouet al., 2003 ;
Seminaraet al., 2003). Les auteurs s’intéressaient principalenaelfitmplication physiologique
de la métastine et de son récepteur GPR54 dartsodédes de I'axe gonadotrope, en particulier
I’'hypogonadisme hypogonadotropique isolé. Cettdglagie se manifeste par un défaut de la
sécrétion hypophysaire d’hormones FSH ‘folliclevatlating hormone’ et LH ‘luteinizing
hormone’ qui se traduit par un développement pabertretarde, voire une stérilité. Elle peut
également se manifester par des troubles de l@&ts@trde GnRH ‘gonadotropin-releasing
hormone’ au niveau hypothalamique. Les auteurs desx études ont montré que
I’'hypogonadisme hypogonadotropique isolé est dae perte de fonction du récepteur GPR54,
incapable de lier le peptide actif, la métastine.

Dans ce cadre, des études par immunohistochimelaveicorps anti-hMet ont été réalisées sur
des coupes d’hypothalami humains. L’anticorps arfown marquage de quelques corps
cellulaires dans deux noyaux hypothalamiques (A\&RYPVi), et des fibres trés abondantes de

facon diffuse dans I'hypothalamus. Aussi, basénsgrrésultats obtenus chez le rat, il a été
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suspecté une aspécificité de I'anticorps égaleroker 'homme. En effet, le marquage fourni
par I'anticorps dans le noyau antéroventral pétiemaire (AVPV) pourrait étre le marquage

métastinergique. Mais, celui observé dans I'hypathas tubéral (notamment le PVi) semblerait
étre celui de la population de neurones a RFRRravail est un préliminaire & une étude plus
détaillée : par préciosité du matériel humain disple et surtout par manque de spécificité de
I'anticorps dirigé contre la métastine humaine, umaibation en phase liquide de I'anticorps

avec le peptide RFRP n’a pas été realisée sur t@rigla

1.2 LES NEURONES A RFRP : UNE POPULATION NEURONALE A PART

ENTIERE.

Comme il I'a été présenté dans les résultats, palation de neurones a RFRP est unique. Elle
est exprimée dans sept noyaux exclusivement hyjaotigues, incluant la partie postérieure du
noyau antérieur, les parties antérieure, internédédt postérieure du noyau périventriculaire, les
noyaux dorsomédian et arqué, et pour beaucoup Earmpsule du noyau ventromédian
(Legagnewset al., 2009). Ces structures appartiennent majoritainérad’hypothalamus tubéral

et sont localisés a proximité chacune des autres. neurones a RFRP forment donc une
‘condensation cellulaire’ ne respectant pas leiéisncytoarchitectoniques définies.
L’hypothalamus tubéral est le siege de ce qui pgtlg au laboratoire, la ‘zone a MCH'. Cette
zone correspond a l'aire de distribution des neesanMCH dont la localisation hypothalamique
est aussi limitée a I'hypothalamus tubéral. En famparés aux neurones a RFRP, les neurones
a MCH les plus antérieurs sont observés au niveatépeur du noyau paraventriculaire et les
plus postérieurs voisins du recessus prémamillaige.neurones a RFRP les plus antérieurs et
postérieurs sont observés aux mémes niveaux deecteg neurones a MCH ne forment pas
une population homogene et nous avons rappelé ldamsduction qu’au moins deux sous-

populations peuvent étre différenciées ; 'une &farmée par des neurones a MCH exprimant
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un autre neuropeptide appelé CART (Broberger, 199fng et al., 1999 ; Cvetkovicet al.,
2004). Cette population occupe des territoiresibment plus médians (région périfornicale,
rostromédiane de la zona incerta) que les autessréints aux aires latérales de I'hypothalamus
voisines du pédoncule cérébral). En 2001, Brischeiuad. avaient envisagé l'existence d’'une
troisiéme sous-population occupant les aires les piédianes de la ‘zone a MCH’, c'est-a-dire
la capsule du noyau ventromédian, la partie antériglu noyau dorsomédian et la partie
postérieure du noyau périventriculaire. Ces strestusont occupées également par des
périkaryons a RFRP. L’hypothese que RFRP soit expdans les périkaryons d’'une éventuelle
troisieme sous-population de neurones a MCH noaki@E semblé plausible. Par ailleurs, la
‘zone a MCH'’ contient d’autres populations de n@es) notamment ceux a hypocrétine dont les
limites antérieures et postérieures sont semblabkesont aussi observés dans des territoires
hypothalamiques médians et périventriculaires. @nhlinant hybridationn situ pour RFRP et
immunohistochimie pour MCH ou Hcrt, nous avons éedé vérifier la co-expression de ces
peptides au sein des mémes cellules. Nous n'aamnai$ observé de co-expression (Fig 34). Il
pourrait étre envisagé que le précipité correspainda signal d’hybridation inhibe le marquage
immunohistochimique. Cette hypothese a été rejptdegue la co-expression des signaux RFRP
(hybridationin situ) et hMet (immunohistochimie) a été obtenue, ebacdpermis de vérifier la
coexistence des deux signaux dans les mémes nsulameeule conclusion qui s'impose est
donc que '’ARNm RFRP est exprimé dans des cellul@sines de celles a MCH et Hcrt
(Legagneuwset al., 2009). En revanche de nombreuses images d’aceotete neurones ont été
observées, confirmant la co-localisation des carpltulaires. Enfin, de nombreux boutons
immunoréactifs on été observés a proximité immeédidés somas RFRP suggérant une
innervation ; ce point particulier sera évoqué .

D’autres populations de neurones sont présentesldsuterritoires a RFRP, il s’agit par exemple
de neurones dopaminergiques (exprimant la tyrdsyokeexylase, 'enzyme de synthese de la

dopamine) et de neurones somatostatinergiquesadoa similaire aux deux premieres études de
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co-expression, une recherche de co-localisatioe éeg neurones a RFRP et les neurones TH- et
/ou somatostatine-positifs a été initiée. La disttion des neurones dopaminergiques est assez
complexe. Les travaux d'Hokfelt ont permis de de&crila population de neurones
dopaminergiques en différents groupes cellulairgs A A14 (Hokfelet al., 1984). Chacun des
quatre groupes est localisé de facon spécifiques dam noyau particulier: All dans
I'hypothalamus postérieur, A12 dans le noyau ardAE3 dans la partie rostromédiane de la
zona incerta et A14 dans la partie antérieure draum@eériventriculaire. Par les techniques de
double marquage, seul le groupe Al4 présente dgs cellulaires en contact étroit avec des
corps cellulaires a RFRP, suggérant une co-localis@artielle dans les mémes territoires mais
aucun double marquage n’'a été observé. Les neusmmeatostatinergiques sont retrouvés de
facon abondante dans la partie antérieure du npgauentriculaire et projettent massivement
dans le noyau ventromédian, ce qui a permis derowarf la localisation des neurones a RFRP
dans la capsule du noyau ventromédian, a la lichiteterritoire d’innervation par les fibres
somatostatinergiques. Aucune cellule somatostafiqmee n'exprime I'ARNm RFRP.
Cependant, quelques corps cellulaires localiséss dan partie intermédiaire du noyau
périventriculaire et dans le noyau arqué semblec¢voir une innervation par des projections

somatostatinergiques.

Enfin, de nombreuses études ont suggeéré une irtiphcdes neurones a RFRP/GnIH dans le
contrle de I'axe gonadotrope chez les oiseauxt§lset al., 2000). L’axe gonadotrope est

gouverneé par la sécrétion de la GnRH dans le sysparte hypophysaire. Les neurones a GnRH
sont localisés dans les territoires préoptiquedraar chez le rat, a I'extérieur des territoires
d’expression de TARNm RFRP. Nous avons tenté didier d’éventuels contacts entre des

fiores GnRH et des cellules RFRP, ces projectioassttant par des voies ventrales ou
périventriculaires. Quasiment aucun rapprochemenété observé. Avec les premiers résultats

concernant I'innervation par des fibres hMet-posgiprobablement a RFRP de périkaryons
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neuroendocriniens dans les régions préoptiquegalest il semble gu'’il y ait peu de relation
anatomique directe entre systéeme a RFRP et syst&BmkH.

En conclusion pour cette partie, nos données aesuplaident pour une indépendance de la
population RFRP, au moins par rapport aux neurangiCH, Hcrt, TH et somatostatinergique.
Il est bien évident que cette liste n'est pas estiag, et d’autres neuropeptides sont présents
dans les territoires RFRP. En fait, parmi ceuxtagst important de signaler ici que le peptide
NPFF, qui est un peptide de la méme famille que RF#Rt exprimé dans des cellules voisines
de celles a RFRP (Liet al., 2001). Nous avons tenté de vérifier cette infaromaen préparant
une sonde complémentaire de ’TARNm NPFF. Malheweent, cette sonde ne nous a donné
aucun résultat, mais des travaux rapportant laistodzlition NPFF/RFRP indiquaient clairement
que les deux peptides sont dans des neuronesedif$é(Liuet al., 2001 ; Yanocet al., 2003 ;

Yoshidaet al., 2003).

o MCH Hcrt eoTH(A14) eoMet @RFRP

Fig 34 : Représentation schématique de la distribution eoé®w des différentes populations neuronales (MCH,
HCrt, TH, Met et RFRP) dans I'hypothalamus tubéiakat.
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2 ONTOGENESE ET DEVELOPPEMENT DU SYSTEME RFRP

2.1 GENESE DES NEURONES A RFRP

Nos résultats ont été basés essentiellement sechaique d’injection intrapéritonéale du BrdU
couplée a la technique d’hybridatiomsitu afin de déterminer la date de naissance des nesiron
a RFRP. L'utilisation du 5-Bromo-2’-désoxyUridin@mame marqueur de prolifération a été
permise grace a la production d’'un anticorps maal anti-BrdU initialement développé par
I'équipe de Gratzner mais largement commercialig@ntanant, et grace au développement
d’une technique immunohistochimique pour la détectiu BrdU incorporé a I'ADN (Gratzner,
1982). Initialement, le BrdU était largement étugiéur son activité tératogéne. Injecté
qguotidiennement a des femelles en gestation, qmoe des malformations foetales dans la
totalité de I'organisme en formation (Ruffolo etrifre 1965 ; Skalkat al., 1971 ; Websteet al.,
1973 ; Scott, 1981 ; Nagab al., 1998 ; Kolbet al., 1999). Nous avons nous-mémes également
constaté des modifications du pelage (apparitiotadiees supplémentaires) (Katbal., 1999)

et une légére déviation de la queue de la progénissue de femelles injectées une seule fois a
un temps donné de la gestation. Néanmoins, cattenitpue est trés largement utilisée pour
étudier la prolifération cellulairen vitro ouin vivo. Elle a déja été utilisée avec succes par notre
équipe pour I'analyse de la genese des neuroneSk @ a Hcrt (Brischougt al., 2001 ; Amiot

et al., 2005). Le protocole mis en ceuvre consiste enim@etion unique aux femelles en
gestation, limitant ainsi I'apparition d’effets salaires. Le BrdU serait incorporé dans les
cellules en phase S durant les deux heures suivgattion, et I'exces éliminé par le foie.

Les résultats que nous avons obtenus montrentegugelrones a RFRP naissent en un pic étroit
aux 1§me-14émejours de vie embryonnaire (Legagneaal., 2009). Cette donnée concorde avec
les données de la littérature. En effet, il a ébdme que de nombreuses populations de neurones
localisés dans des structures proches du troisigméicule dans I'hypothalamus tubéral et

antérieur naissent pendant cette période. D’'apréwkdkis et Swanson, les neurones

163



parvocellulaires neuroendocrines et non neuroentkxr des noyaux paraventriculaire,
périventriculaire et arqué naissent durant cettmenpériode (Markakis et Swanson, 1997). Au
plus haut du pic, un peu moins de 20% des neurar®SRP contiennent le signal BrdU. Cette
observation est compatible avec une fenétre d’'pmation du BrdU de 2 h apres l'injection, et
notre protocole qui consistait en une injectiorguei pour chaque stade.

Deux points d’'intérét pour nous sont a souligneut d’abord, le fait que les neurones a RFRP
soient générés en un pic étroit suggere qu’ils &mune population relativement homogene
malgré leur localisation dans des structures cgtosactoniques hypothalamiques voisines mais
distinctes. Par ailleurs, les neurones a RFRP bordédialement la ‘zone a MCH’ ; c’est-a-dire
gu’ils sont localisés dans une zone de I'hypothaknubéral avec les mémes frontiéres
antéropostérieures que les neurones a MCH, massmteco-localisés qu’avec les plus médians
de ces derniers. Les travaux effectués au laboeatdi déja exposés dans l'introduction, ont
montré que les sous-populations de neurones a M®H générées a des temps différents :
grossierement, les plus latéraux naissent avarnplissmédians. Il est intéressant de constater
que le pic de genese des neurones a RFRP estriwgdrplus tardif que les neurones a MCH a
projections corticales (E12-E13), par contre lesroees a MCH co-localisés avec ceux a RFRP
naissent de E14 a E16. Enfin, les neurones a hgpoes sont générés en un pic étroit a E12.
Ainsi, nos résultats associés a ceux précédemmergnas permettent une meilleure
compréhension de I'ontogenese de la région tubdealdypothalamus. Diverses populations de
neurones sont générées par vagues successivesaltereativement les neurones a MCH a
projection spinale (type A a E11) puis les neuranéypocrétines (E12), les neurones a MCH a
projection corticale (type B a E12-E13), les neea RFRP (E13-E14) et enfin les neurones a
MCH plus périventriculaires (peut-étre un type @piés Brischowet al., 2001, a E14-E16).
Ces neurones se mettant en place suivant un sar@ssierement de latéral a médian (Fig 35),

cette hypothese attire trois commentaires :
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- dans le télencéphale, et notamment dans le ¢deégxlivers types neuronaux qui s’établissent
suivant un gradient ‘inside-out’ sont générés sutile méme schéma de vagues successives
(Molyneauxet al., 2007) : il pourrait donc s’agir d’'un phénoménen@®@l de production des
différents territoires cérébraux, et pas seulem&sgrvé aux structures d’organisation laminaire.
- Il est évident que les pics de production degames les plus précoces sont plus étroits que
ceux produits plus tardivement (par exemple, H&fld et RFRP a E13-E14) ; cette observation
est compatible avec I'allongement de la durée diecgellulaire (notamment G1) avec le stade
embryonnaire. Le cycle cellulaire étant plus loleg, neurones sont générés sur une période de
temps plus importante.
- il est vraiment tentant de comparer ces vaguagedese de neurones a projection descendante

tres longues, puis a des projections descendahigsqurtes et a des projections ascendantes, et

enfin a projection plutdt intra-hypothalamique alldérenciation des zones latérale, médiane et

périventriculaire de I'hypothalamus.

medullaire / corticale / intrahypathalamique

MCH-A  Hert MCH-B RFRP MCH-C?

E11  E12 E13 E14 E15/16
M E10-E12 (MCH-A) £12 (Her)
W E14-E16 (MCH-C?) A —

E12-E14 (MCH-B) EIGRERF)

Fig 35 :Diagramme schématique des vagues successivesidyarése dans I'’hypothalamus tubéral des neurones

MCH-A, Hcrt, MCH-B, RFRP (et MCH-C ?), et leur Idsation schématique (voir texte pour détails) ane
coupe frontale d’hypothalamus de rat (niveau 28allas de Swanson, 1992).
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2.2 DIFFERENTIATION DES NEURONES A RFRP

Les observations obtenues sur notre matériel tesrdra indiquer que les neurones a RFRP
appartiennent aux populations de neurones qui eantileur phénotype chimique tardivement.
Les premiers corps cellulaires détectés par hytioidan situ n'ont été révélés qu'al®jour de

vie postnatale (P3) majoritairement en positionvedtriculaire. Le nombre de corps cellulaires
RFRP-positifs est en petite quantité &li°our de vie postnatale. Ces périkaryons contindent
se différencier jusqu’aué@ejour de vie postnatale (P6) vers des aires phésdkes de la capsule
du noyau ventromédian, de facon tres similaire dida&ibution observée dans le cerveau adulte
de rongeur. De plus, contrairement aux travaux deoY(2004), nous n'avons pas observé de
neurones a RFRP en-dehors des sept noyaux hypuoifaks précédemment cités. Tres peu
d’'informations ont été publiées concernant I'éviolntde I'organisation du systeme a RFRP
pendant I'ontogenése. En fait, seule une étudeetnait des dosages des taux d’expression et de
détection de 'ARNm RFRP, ou la détection des mgsti(Yanoet al., 2004). Les auteurs
rapportaient différentes dates de détection de NARRFRP ou des peptides, RFRP-1 et RFRP-
3, issus du précurseur. lls ont montré par demtgqubs de RT-PCR, que ' ARNm RFRP était
exprimé dans le cerveau de rongeur a partir oélTe]jBur de vie embryonnaire (E15). Une
analyse par hybridatiom situ avec une sonde radiomarquée, a révélé la préderitaxpression

de 'ARNm RFRP au 18° jour de vie embryonnaire (E16) dans la partie ebudde
I'hypothalamus. Par l'utilisation d’anticorps noaramerciaux dirigés contre les peptides RFRP-
1 et RFRP-3, les auteurs ont montré que les cagpislaires contenant ces peptides étaient
respectivement détectés aux"%et 17 jours de vie embryonnaire (E16 et E17), alors lgse
premiéres fibres immunoréactives sont observéeded2&™ jour de vie embryonnaire (E18).
D’autres territoires -télencéphale, thalamus, méSeimale, tronc cérébral et moelle- sont aussi
concernés par I'expression de ces peptides RFRPRFRP-3, dans les derniers jours de vie
embryonnaire (E20-E21). Yara al., ont montré également que la population de negra@ne

RFRP exprimée dans I'hypothalamus avait acquisidi@ment son phénotype chimique dés la
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naissance (P0). Les différences obtenues entre aqtripe et celle de Yambal. pourraient étre
dues a des différences inter-souche, ces autears rgvaillé sur la souche ‘Sprague-Dawley’.
Cependant, elles reflétent peut-étre ainsi de®mdifices de sensibilité des techniques utilisées
(RT-PCR et hybridationn situ ‘sondes chaudes’ pour Yamb al. ; hybridationin situ ‘sonde
digoxygénine’ en ce qui nous concerne). Nous n’ajmas poursuivi nos investigations dans ce
domaine parce que, d'une part nous étions plusreissés par l'aspect neurogenése du
développement de ces neurones, et par ailleurguiguparce que nous étions limités dans nos
investigations, da a des infrastructures défadlartapacité d’accueil d’animalerie, absence de
salle chaude opérationnelle). Ainsi, nous n'avoas jpu tenter de vérifier nos observations chez

des animaux de la souche ‘Sprague-Dawley’.

3 APPROCHE MORPHOFONCTIONNELLE DU SYSTEME RFRP

Les résultats concernant les fonctions potentigdteles afférences au systéme a RFRP seront
discutés dans un paragraphe unique pour deux gBssentielles : tout d’abord, certains des
résultats que nous avons obtenus sont trop prélimes pour que des conclusions définitives
puissent étre effectuées. Par alilleurs, il existdien évident direct entre les fonctions de ces
neurones et les circuits dans lesquels ils sonlfigongs.

Comme nous l'avons indiqué dans le rappel biblipbigue, la majorité des travaux concernant
les fonctions des peptides issus du prépro-RFRBneerné leur implication dans le contrble de
'axe gonadotrope, et donc dans la reproductiorlesucomportements reproducteurs au sens
large. Ces travaux ont surtout été menés cheze#aisou un peptide GnlH (RFRP-2) est
identifié. Chez les mammiféres, le RFRP-2 (GnlHst’pas systématiquement présent dans le
précurseur. Par exemple, il n’existe pas cheztleuda souris, ce qui ne présage en rien du réle
des neurones. Nous ne reviendrons pas ici surrtgsn@nts en faveur de lintervention des

neurones a RFRP dans la reproduction chez lesugissgdes mammiferes (voir I'introduction
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sur les peptides RFRP). Néanmoins, comparé a Yaseales projections RFRP telles que nous
les avons décrites avec I'anticorps anti-hMet, élle$ que rapportées par d’autres auteurs avec
des anticorps plus spécifiques, un lien direct diee@ gonadotrope semble assez ténu. Des
projections dans les territoires ventraux des girésptiques ou sont localisés les périkaryons a
GnRH sont effectivement observées, et des boutonsles neurones a GnRH ont été décrits
dans la littérature chez le cobaye (Kriegsfeldil., 2006 ; Johnsosmt al., 2007). Nous avons
eégalement observé des contacts sur des neuroneeneacrines préoptiques qui correspondent
probablement a des neurones a GnRH. Cependanprogstions ne nous ont pas semblé
abondantes. Mais bien évidemment, nos observasionisa prendre avec prudence dans le sens
ou notre anticorps n’était pas spécifique, et nmsious étendrons pas davantage sur ce point.
Un autre argument, plus convaincant a nos yeuidelan faveur, non pas de I'absence de
'implication du systtme a RFRP dans le contrélel'dee gonadotrope, mais plutdét de sa
participation dans d'autres fonctions : la locdlma de nombreux corps cellulaires dans la
capsule du VMH et certains territoires adjacents gee le noyau dorsomédian. Peu de choses
sont connues sur cette capsule du VMH. Le noyaureedian lui-méme, tout du moins sa
partie ventrolatérale qui ne contient aucun neutoRERP, est impliquée dans le phénomene de
lordose, exprime abondamment les récepteurs atxides sexuels (estrogene et progestérone).
La partie dorsomédiane du noyau n’exprime que depteur aux androgenes, et la capsule du
noyau ne semble pas particulierement marquée psuretepteurs aux hormones stéroidiennes
(Simerly et al., 1990). Le noyau dorsomédian qui contient quelqueps cellulaires a RFRP
n'est par ailleurs pas connu non plus comme unuacessentiel du contréle de l'axe
gonadotrope. Ce noyau est impliqué dans d’autnestifins telles que le contrdle des rythmes
circadiens grace a ces connexions avec le noyauadupsmatique et la région
subparaventriculaire (Chaat al., 2003). De maniére intéressante, un travail régenbntré que

les neurones a RFRP chez le hamster sont modulé$a gahotopériode via un processus

dépendant de la mélatonine, mais indépendant desides sexuels (Revet al., 2008).
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Cependant, aucune évidence de contréle de I'expresie RFRP par la photopériode n'a été
observée chez le rat.

En revanche, la capsule du VMH, qui contient ungorité de neurones a RFRP, recoit des
afférences extrémement abondantes de structuresi@ss aux comportements de défense. En
effet, il est signalé dans la littérature que lggano antérieur de I'’hypothalamus et certaines
divisions du noyau latéral du septum projettentlaypartie dorsomédiane du VMH, ainsi que
sur la capsule. A I'époque, ces projections fussmsimilées a des afférences au VMH lui-méme
et les résultats interprétés uniquement dans ce &meffet, 'organisation cytoarchitectonique
de la région était basée sur les travaux de Milbodes années 1960-80, qui montraient par la
technique de Golgi que des dendrites de neuronegMid s’étendaient en-dehors du noyau
dans une ‘cell poor zone’ ou ‘zone pauvre en cellalssi appelée capsule. Les fibres dans la
capsule étaient donc supposées innerver ces dendetvec l'identification de neurones
spécifiguement localisés dans cette capsule, etigas le VMH lui-méme, il était nécessaire de
réévaluer ces observations. L'analyse des projestayant internalisé le PHA-L apres injection
dans le noyau antérieur, montre que ce noyau, suwateut ces parties centrale et postérieure,
innerve autant le VMH que la capsule. Ces projestigui se divisent en de nombreuses courtes
collatérales ne marquent pas la frontiere du nogammnant le sentiment d’innervation d’un
territoire homogéne. En revanche, les fibres issiiesioyau latéral du septum se terminent
spécifiguement dans la capsule du VMH, ou sontligEs de nombreux corps cellulaires a
RFRP. Par double marquage, nous avons confirmélesigrojections issues de ces territoires
innervent des périkaryons a RFRP marqués par hatioidin situ. Ces fibres respectent
parfaitement la partie dorsomédiane de la capawléMH, ne pénétrant que peu les structures
nucléaires voisines. Un autre point intéressantqgest ces fibres sont issues d’'une division
spécifiqgue du LSN appelée LSNr.dl (Risold et Swand®97). Il est hors de propos de revenir
ici en détail sur les divisions anatomiques de @gaun télencéphalique. Plus d’une vingtaine ont

été identifiées. Le point intéressant est que qatdie du LSN projette également de maniere
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tres massive sur le AHN, aussi bien la partie &uée que centrale et postérieure (Ristldl.,
1994). Les noyaux antérieur et ventromédian (patiiesomédiane) sont impliqués dans
I'intégration et la réalisation des réponses congmoentales liées aux réactions de stress et de
défense. En effet, comme nous l'avons vu, le noyantromédian recoit des projections du
noyau antérieur de I'hypothalamus, lui-méme innenassivement par des projections issues du
noyau latéral du septum. Ceci forme la partie deudi lié aux comportements de défense, située
en amont du noyau ventromeédian. A partir de ceiéeria partie avale du circuit implique le
noyau prémamillaire dorsal et la substance grisequéeducale (Risolét al., 1994 ; Risold et
Swanson, 1997). Ainsi, il nous est apparu essedgel/érifier si les neurones a RFRP sont
susceptibles d’étre impliqués dans les réactiorstrdss et de défense. Des expérimentations ont
donc été réalisées sur des rats males placés perdtlaheures dans des conditions
d'immobilisation totale afin de doser d’éventuellesiations des taux d’expression des ARNm
RFRP. Seul ce paradigme a pu étre mis en ceuwnmeustsommes conscients qu'’il est nécessaire
de compléter cette expérience par d’autres faigppel a d’autres conditions expérimentales
(exposer les animaux a un prédateur ou son odauexemple). Néanmoins, nos résultats ont
montré une augmentation significative de ces talex)'ordre de 30%. Cette donnée semble
confirmer notre hypothése concernant la partiojpatle la population de neurones dans des
fonctions associées au stress ou aux réactiongfédase. Il est intéressant de replacer dans ce
contexte I'innervation du noyau de Barrington qéit@ observée lors de I'étude de la distribution
du marquage fourni par I'anticorps anti-hMet. Conmoes I'avons rappelé a plusieurs reprises,
nous avons montré que cet anticorps était aspeéeifeg marquait en autres la population de
neurones a RFRP : nous reformulons ici nos remardgeeprudence. Le noyau de Barrington
semble étre impligué dans les circuits liés ausstriSvedet al., 2002), et en particulier la
miction (Satohet al., 1978 ; Malloryet al., 1991 ; Blok, 2002). Il serait donc possible ges |

neurones a RFRP par l'intermédiaire de ces prajestinterviennent dans les phénomenes de
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miction fréquemment observés chez les rongeurstation de stress et en tant que réaction de

défense (Fig 36).

Enfin, des données de la littérature indiquent lth@mologue du peptide RFRP stimule la prise
alimentaire chez le poulet apres avoir été injeletés les ventricules latéraux (Tachibabhal.,
2005). Cette étude a été realisée en utilisanpdpsdes synthétiques. Chez les oiseaux, a partir
du précurseur des peptides GnlH, trois peptidest symthétisés: GnlH, GnlH-RP1
‘gonadotropin-inhibitory hormone-related peptide 4 GnlH-RP2 ‘gonadotropin-inhibitory
hormone-related peptide 2'. Ces peptides possédenéme extrémité C-terminale. Cependant,
ilIs possedent chacun une extrémité N-terminaleifigpée. Cette derniere est la plus importante
dans les fonctions orexigenes de cette famille Gdhl effet, des injections de I'extrémité C-
terminale tronquée ne permettent pas la stimulateta prise alimentaire chez les poulets. Tres
réecemment, I'hypothése de limplication de la fdenides peptides RFRP dans la prise
alimentaire a été émise chez les mammiferes (Bleclgb Luckman, 2007). Parce que co-
localisés avec des périkaryons a MCH et Hcrt, kestjan de la participation de ces neurones au
contrdle de la balance énergétique s’est tout aebdmnent posée. Des études préliminaires ont
ete effectuées. Les résultats obtenus montre untartee a une diminution de I'expression de
'ARNmM RFRP dans des conditions de jeline et ururedda normale ou légerement plus que la
normale aprés réalimentation. Nous nous contengdapdr’acter ces observations qui semblent

montrer des variations d’expression inférieureslfe constatées apres stress d'immobilisation.
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Nous avons déja insisté dans ce manuscrit sualsesns qui hous ont conduits a réorienter nos
travaux par rapport a nos objectifs initiaux, etusiane reviendrons pas sur ce point ici.
Concréetement, nos travaux ont concerné pour I'eieteme population de neurones producteurs
des peptides RFRP. Par hybridationsitu, nous en avons analysé la distribution détaillés d
corps cellulaires. Ces neurones sont spécifiqued’hgpothalamus tubéral. lls bordent un
territoire appelé ‘zone a MCH’ et caractérisé pas deurones producteurs des peptides MCH ou
Hcrt étudiés au laboratoire. L'analyse de la germteseneurones a RFRP montre qu’ils naissent
en un pic aux 13-f&°jours de vie embryonnaire. Ces résultats compiéien données
précédemment obtenues concernant la genese demeswr MCH et Hcrt et fournissent des
informations essentielles afin de mieux comprenthe différenciation médiolatérale de
I’hypothalamus.

D’un point de vue morpho-fonctionnel, les neuroad®FRP recoivent des afférences d’origines
hypothalamiques et extrahypothalamiques. Certailgeses afférences ciblent spécifiquement
leur territoire de distribution dans I'hypothalamugbéral, notamment celles issues d'une
division du noyau latéral du septum. En revanches brojections RFRP innervent
prioritairement des structures hypothalamiques ocaches de I'hypothalamus (télencéphale
basal), ou elles sont distribuées de maniere adéeise. Cette population a été impliquée
expérimentalement dans le contréle de I'axe gomapetet est sensible a la photopériode. Nos
travaux suggerent par ailleurs sa participatiorsdfiautres comportements sociaux (défense) ou
liés au stress, ainsi que peut-étre dans le centiélla balance énergétique. Cette variété de
réponse plaide en faveur de son intégration damédeau générateur de schéma viscéromoteur’
(‘'visceromotor pattern generator network’) avanaé phompson et Swanson (2003) et impliqué
dans la coordination des réponses neuroendocringscérales caractéristiques de I'expression
des comportements motivés. Cependant, il estalearbeaucoup de nos travaux sont encore trop
préliminaires, et nécessitent d’étre complétés airguivis afin de mieux comprendre les

fonctions de ces neurones et les circuits dansigsds sont impliqués.
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