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« L homme n’est rien d’autre que son projet,
1l n’existe que dans la mesure ou il se réalise,
1l n’est donc rien d’autre que [’ensemble de ses actes,

Rien d’autre que sa vie »

Jean-Paul Sartre
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AVANT-PROPOS

La croissance est un processus dynamique et complexe controlé par des facteurs
génétiques et environnementaux, de manicre directe et/ou indirecte par I’intermédiaire, entre
autres, des facteurs de croissance. Elle a lieu au cours du développement fcetal et postnatal, et
se traduit par une importante prolifération cellulaire, un accroissement de la taille du corps et
de I’ensemble des organes. La période de croissance est aussi associée a une maturation
structurale et fonctionnelle. Ainsi, un apport nutritionnel correct est indispensable pour
soutenir une qualité et une vitesse de croissance adaptées. La période ou la vitesse de
croissance est la plus importante se situe en période périnatale, qui inclut le développement en
période feetale et postnatale précoce. La croissance au cours de cette période fait
majoritairement intervenir le systéme /nsulin Like Growth Factor (1GF) indépendamment de
I’hormone de croissance (GH, growth hormone). La croissance postnatale fait quant a elle

intervenir 1’axe somatotrope qui inclut notamment la GH et I’'IGF-1.

Notre équipe a précédemment montré que la nutrition au cours de la période postnatale
précoce programme I’activité¢ de 1’axe somatotrope. Une altération de la nutrition au cours de
cette période est associée a une modification de la croissance staturo-pondérale et & une
susceptibilité accrue de développer des pathologies de type cardio-métabolique a 1’age adulte.
Ces données sont en cohérence avec I'hypothese des origines développementales de la santé et
des pathologies adultes (Developmental Origins of Health and Disease, DOHaD), qui
implique un mécanisme « d’adaptation prédictive » a I’environnement futur (Barker, D. J.,
2007). Dans le modéle murin que nous avons développé, I'augmentation a la naissance de la
taille des portées de 6 a 10 petits par mere induit une restriction alimentaire chez les
souriceaux de P1 a P16 (période de la lactation). Cette restriction engendre une baisse des
taux circulants des hormones dépendantes de la nutrition comme 1’'lGF-1 (insulin like growth

factor 1), la leptine et I’insuline.

Nous avons pu montrer que la restriction nutritionnelle durant la lactation induisait une
altération définitive de la mise en place de I’axe somatotrope au niveau du complexe

hypothalamo-hypophysaire : la diminution du stimulateur GHRH (growth hormone releasing
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hormone) synthétisé par le noyau arqué de I’hypothalamus induit une diminution du contenu
hypophysaire en hormone de croissance (GH) (Kappeler, L. et al., 2009). Si le role du GHRH
sur la prolifération des progéniteurs hypophysaires des cellules synthétisant la GH est bien
connu, les mécanismes sous-jacents permettant de faire le lien avec la restriction alimentaire
ne sont pas encore bien compris. De maniére intéressante, les conséquences de la restriction
sur la croissance et la mise en place de I’axe somatotrope peuvent étre mimées par une
invalidation partielle du récepteur de I’'IGF-1 (IGFIRH 7) dans le cerveau (Kappeler, L. ef al.,
2008). Ces données confortent ainsi un role important des taux circulants d’IGF-I en période
périnatale pour le développement de 1’axe somatotrope. La leptine et I’insuline ont quant a
elles été impliquées dans I’innervation des neurones régulant la prise alimentaire et localisés
comme les neurones & GHRH dans le noyau arqué (Bouret, S. G. et al., 2004; Vogt, M. C. et
al.,2014).

Au cours de ma theése, je me suis attachée a comprendre comment la restriction
alimentaire altérait la programmation de ’axe somatotrope et notamment l’innervation de
I’éminence médiane par les neurones a GHRH au cours de la premiere semaine de vie. J’ai
centré mon étude sur le role de 3 hormones nutritionnelles : ’IGF-1, la leptine et I’insuline.
J’al également voulu vérifier la fenétre de susceptibilit¢ de la programmation de I’axe

somatotrope en période feetale.

Aussi, le travail présenté dans cette thése s’articulera en 3 parties : A) une partie
introductive présentant les données de la littérature 1) sur la régulation de la croissance
périnatale par le systeme IGF- celle-ci étant indépendante de I’hormone de croissance durant
cette période -, puis ii) sur I’anatomie du complexe hypothalamo-hypophysaire et notamment
sur ’axe somatotrope qui est impliqué dans la croissance postnatale, et iii) 'impact d’une
dénutrition sur la croissance et les pathologies adultes (DOHAD). Enfin, ce travail se
focalisant sur le développement des neurones a GHRH, 1v) une description des implications
connues de I'IGF-1, de la leptine et de I’insuline sur le neurodéveloppement est aussi
présentée. Cette partie introductive sera suivie B) d’une partie présentant et discutant les
résultats expérimentaux obtenus, et C) d’une derniére partie présentant les conclusions et les

perspectives de ces travaux.
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Figure 1: Effet de différentes invalidations génétiques du systéme IGF sur la croissance

feetale chez la souris. Expression en pourcentage de la croissance pondérale par rapport au

poids normal. m-= inactivation alléle maternel, p-= inactivation all¢le paternel, -/- inactivation

des deux alleles. D’apres Gicquel, C et al. (Gicquel, C. et al., 2006).



I. L.a croissance et le systeme IGF (insulin like growth factor)

Durant la période in utero et postnatale précoce, une grande partie de la croissance est
régulée par les IGFs de type 1 et 2 (IGF-1 et IGF-2) (Powell-Braxton, L. et al., 1993; Allan,
G. J. et al., 2001; Gicquel, C. et al., 2006), indépendamment de 1’hormone de croissance
jusqu’a environ 2 semaines de vie chez la souris. Une altération du systéme IGF chez des
souris transgéniques induit des altérations de la croissance in utero (Figure 1). Ainsi une
inactivation de 1’/gf~/ ou de 1’gf-2 induit une diminution de 40% du poids de naissance.
L’inactivation des récepteurs aux IGFs engendre également des altérations de la croissance.
En revanche, I’absence de GH chez les animaux transgéniques n’altére pas la croissance
anténatale, ce qui est en accord avec un effet indépendant des IGFs au cours de la vie feetale
(Baker, J. et al., 1993). Cette phase est la période la plus importante de la croissance, elle peut
atteindre jusqu’a 2.5cm/semaine 4 son maximum au cours du 2°™

I’Homme (Rosenbloom, A. L., 2007).

trimestre de gestation chez

A. Ligands IGFs

Au cours de la vie feetale, la croissance est principalement controlée par les IGFs
(insulin like growth factor) autrefois appelés somatomédines (Powell-Braxton, L. et al.,
1993). On distingue deux ligands IGFs, I’IGF de type 1 et I’IGF de type 2. Ces deux facteurs
sont sécrétés de fagon ubiquitaire et sont retrouvés notamment au niveau de I’os, du cartilage
et du muscle. Ils ont une action autocrine et paracrine notamment sur la prolifération, la survie
cellulaire et la différenciation. De par leurs sécrétions ubiquitaires, on les détecte aussi dans le

sang, suggérant ainsi en parallele une action endocrine (Gicquel, C. et al., 2006).
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Figure 2 : Structure du géne /gf-1 chez les rongeurs. Le gene Igf-1 est constitu¢ de 6 exons et

de 6 sites d’initiations de la transcription illustrés par les fleches noires et de deux promoteurs
notifiés P1 et P2. Les sites majoritairement utilisés sont marqués par les astérisques. Les sites
d’initiations de la traduction sont illustrés par les fleches blanches. L’épissage des exons
génere plusieurs transcrits qui varient dans leurs parties 5° et 3° tandis que le peptide mature
est identique. Ce peptide est constitu¢ de 4 domaines B, C, A et D. Adapté de Oberbauer, A.
M. (Oberbauer, A. M., 2013).



1. IGF-1

L’Igf-1 est un gene constitué de 6 exons localisé sur le chromosome 10 chez la souris
(chromosome 12 chez ’homme). L’IGF-1 est extrémement important pour le développement
de I’organisme, et sa séquence a ¢t¢ hautement conservée au cours de I’évolution. L’Igf-1 est
constitu¢ de plusieurs sites d’initiation et de deux promoteurs, P1 au niveau de ’exon 1 et P2
au niveau de I’exon 2 (Temmerman, L. ef al., 2010). Il est généralement accepté que le
promoteur P1 est utilis¢é de maniére ubiquitaire tandis que le promoteur P2 est principalement
régul¢ de maniére GH dépendante. Ces deux promoteurs sont importants pour le
développement de 1’organisme. L’expression de ces promoteurs est fortement associée a des
régulations épigénétiques ce qui permet de réguler la transcription d’/gf-/ (Chia, D. J. et al.,
2010; Tosh, D. N. et al., 2010; Oberbauer, A. M., 2013). Néanmoins, 1’expression de ce geéne
produit un seul peptide mature (Figure 2) (Oberbauer, A. M., 2013).

L’Igf-1 produit un peptide monocaténaire de 70 acides aminés (7.5kDa). La forme
mature de ’IGF-1 ou somatomédine C contient 4 domaines : B-C-A-D. Le domaine B est
impliqué dans la liaison de I’IGF-1 a son récepteur ou encore a ses protéines de liaisons.
L’IGF-1 est un facteur de prolifération, de différenciation et de survie cellulaire. Il posséde
également un réle hypoglycémiant et stimule 1’anabolisme protéique. Afin d’¢étudier le role de
I’'IGF-1, plusieurs modeles d’invalidation génétique ont été générés et refletent son rdle
crucial notamment pour la croissance. Ainsi, 1’inactivation complete d’IGF-1 (Igf-1 '/') induit
une diminution de 40% du poids a la naissance et affecte la viabilité des souriceaux avec 95%
de morts a la naissance (Figure 1) (Powell-Braxton, L. et al., 1993). En effet, I'lGF-1 active
la production de surfactant par les cellules pulmonaires et son invalidation entraine une
détresse respiratoire souvent létale dans les premiéres minutes de vie. Les souris Igf-/”
survivantes présentent une aggravation de la croissance postnatale, une atrophie musculaire,
un défaut de développement osseux, ainsi qu’une infertilité (Powell-Braxton, L. et al., 1993).
Au cours de la période in utero et postnatale précoce, I’'IGF-1 est fortement régulé par la
nutrition, dépendant entre autres de I’apport protéique surtout chez I’homme (Olivier, P. et al.,
2007; Fontana, L. et al., 2008). De manic¢re importante, si 'IGF-2 a été détecté comme
facteur sérique majoritaire associé a la croissance fcetale, il n’est pas impliqué dans la
croissance postnatale et n’est pas influencé par le statut nutritionnel, seul I’'IGF-1 circulant

contrdle la croissance postnatale (Powell-Braxton, L. et al, 1993). Ainsi, une baisse de
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Figure 3 : Structure du domaine [gf-2/HI19 de la souris. Le gene Igf-2 contient quatre

promoteurs PO, P1, P2 et P3. On distingue plusieurs régions de méthylation : les DMRs
(differentially methylated region) et 1'ICR (imprinting control region) qui régulent
I’expression de I’/gf-2. Les différents sites de méthylation sont représentés avec les cercles
noirs pour les domaines méthylés et les cercles blancs pour les domaines non méthylés, selon
I’origine maternelle ou paternelle du chromosome. D’apres Monk, D. et al. (Monk, D. et al.,

2006).



I’apport alimentaire en période foetale ou postnatale précoce est associée a une diminution de
I’expression d’IGF-1 et conduit & un retard de croissance (Holt, R. 1., 2002; Kappeler, L. et
al., 2009; Ikeda, N. et al., 2015).

2. IGF-2

L’IGF-2, le second membre de la famille des IGFs, est produit a partir du géne Igf-2
constitu¢ de 6 exons et localisé¢ sur le chromosome 7 chez la souris (chromosome 11 chez
I’homme) (Figure 3). L’Igf-2 est encadré en 5’ par le géne de I’insuline (/ns2) et en 3’ par le
gene du long ARN non-codant H19. L’Igf-2 posseéde quatre promoteurs, PO localisé en amont
de I’exon 1 et P1, P2, P3 localisés respectivement sur les exons 1, 2 et 3. Les différents
promoteurs produisent différents transcrits qui forment tous la méme protéine mature
constituée de 67 acides aminés d’un poids moléculaire de 7.4kDa. Le promoteur PO est
uniquement exprimé au niveau placentaire tandis que les promoteurs P1 a P3 sont exprimés
de maniére globale dans I’embryon et le placenta (Constancia, M. et al., 2002; Monk, D. et

al., 2006).

Chez la souris, il a été observé que I’inactivation de I’/gf-2 conduit a une diminution
de 40% du poids de naissance, mais ne perturbe pas la viabilit¢ des nouveau-nés a la
naissance (Figure 1) (DeChiara, T. M. et al., 1990; Gicquel, C. et al., 2006). De plus, une
inactivation spécifique du promoteur PO de 1’/gf-2 induit une diminution du développement
placentaire, ce qui engendre une diminution visible de la croissance foetale a Ej9 5 suite a une
insuffisance des échanges feetaux-maternels (Constancia, M. et al, 2002). De manicre
importante, si I'IGF-2 a été détecté comme facteur sérique majoritaire in utero, son
expression diminue rapidement apres la naissance dans le modele murin, mais son expression

reste importante chez I’Homme.

L’igf-2 est un géne soumis a empreinte parentale. L’empreinte parentale désigne
I’expression d’un geéne par un seul des alleles en fonction de I’origine de ce dernier, maternel
ou paternel. L’Igf-2 est majoritairement exprimé par 1’allele paternel (Gicquel, C. et al.,

2006). On distingue plusieurs régions de méthylation différentielle, les DMRs
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Figure 4 : L’/gf-2, un géne soumis a empreinte parentale. H/9 et 1’/gf-2 sont exprimés par un

seul chromosome parental : 1’/gf-2 est uniquement exprimé par 1’allele paternel tandis que
H19 est exprimé par ’allele maternel. Le locus Igf-2 présente une région enhancer et une
région ICR (imprinting coding region). L’ ICR1 paternel est méthyl¢, ce qui empéche la
liaison de la protéine insulatrice CTCF a I’ICR1 et ainsi I’interaction entre le domaine
enhancer et les promoteurs d’Igf-2 paternel et donc sa transcription. Sur I’alléle d’origine
maternelle, la protéine CTCF se lie au domaine ICR non méthylé ce qui ne permet pas
I’interaction entre les enhancers et 1’Igf-2. Dans cet allele, seul I’H19 est transcrit. D’apres

Hajjari, M. et al. (Hajjari, M. et al., 2014).



(differentially.methylated region), et les ICR (imprinting control region), qui permettent de
réguler I’expression de 1’/gf-2, notamment par ’ICR1. L’absence de méthylation au niveau du
centre d’empreinte maternel ICR1 favorise la fixation de la protéine insulatrice, le CTCF
(CCCTC-binding factor), qui empéche I’interaction entre les sites enhancers situé en aval
d’HI19 avec les promoteurs d’/gf-2 et ainsi sa transcription (Figure 4). En revanche, la
présence d’une méthylation sur le centre d’empreinte ICR1 paternel empéche la fixation de
CTCF et permet ainsi I’interaction des enhancers avec les promoteurs d’/gf-2 et donc sa

transcription (Hajjari, M. et al., 2014).

Une altération de D’empreinte parentale a notamment été associée a des pathologies
syndromiques de la croissance : le syndrome de Beckwith-Wiedemann caractérisé entre autres
par une croissance excessive in utero et le syndrome de Silver-Russel caractérisé par un retard
de croissance intra-utérin (Gicquel, C. et al., 2006; Monk, D. et al., 2006; Demars, J. et al.,
2012).

B. Récepteurs

L’IGF-1 présente 2/3 d’acides aminés en commun avec I’IGF-2. De plus, comme le
suggere leur nom, ils posseédent une structure proche de celle de I’insuline (50%
d’homologie). Ainsi, de par leur structure proche, les IGFs font intervenir trois récepteurs
potentiels : majoritairement le récepteur de type 1 aux IGFs (IGF-1R) et le récepteur de type 2
(IGF-2R), et dans une moindre mesure le récepteur de I’insuline (IR) (Collett-Solberg, P. F. et
al., 2000).

L’ Igf-1r (insulin like growth factor I receptor) est constitué de 23 exons et est localisé sur le
chromosome 7 chez la souris (chromosome 15 chez 1I’homme). L’/gf-/r code pour un
récepteur transmembranaire a activité tyrosine kinase qui active les voies de signalisation
PIBK/AKT (phosphatidyl inositol 3’ kinase / AGC kinase) et MAP-Kinase (MAPK, mitogen
activated protein kinases). L’IGF-1R est constitué de deux sous-unités o extracellulaires
contenant les sites de liaisons des ligands, et de deux sous-unités  contenant un domaine
transmembranaire et un domaine intra-cytoplasmique permettant la transduction de signaux.

L’IGF-1R est indispensable a la croissance et au développement, ainsi son inactivation chez la
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Figure 5 : Affinité des IGFs et de ’insuline a leurs récepteurs. On distingue I’IGF-1R, I’'IGF-

2R et le récepteur a I’insuline (IR). L’IR est présent en deux isoformes IR-A et IR-B. Il existe
des récepteurs hybrides IGF-1R/IR. Les fleches pleines représentent une forte affinité et les
fleches en pointillés les plus faibles affinités. Adapté de Sciacca L. et al. (Sciacca, L. et al.,

2012)



souris engendre un déficit statural de 55% a la naissance, avec une mortalité¢ périnatale de

100% (Figure 1) (Baker, J. et al., 1993).

L’ Igf-2r (insulin like growth factor 2 receptor) est également soumis a empreinte parentale, et
est quant a lui exprimé par 1’alléle maternel. L’/gf-2r est situé sur le chromosome 17 de la
souris (chromosome 6 chez I’homme). L’IGF-2R est un récepteur mannose-6-phosphate, liant
principalement I’'IGF-2, et présentant une faible affinité pour I’'IGF-1. Ce récepteur permet de
réguler la concentration d’IGF-2 en induisant son endocytose et sa dégradation par les
lysosomes (Gicquel, C. et al., 2006). Ainsi, la mutation de I’'IGF-2R sur I’alléle maternel
induit une augmentation de la biodisponibilité pour IGF-1R et donc de la croissance feetale,
avec un poids de naissance de 130 a 140% par rapport a la normale (Figure 1). Cependant, ce
gain de poids rend la mise-bas difficile et provoque une mortalité importante (Baker, J. et al.,

1993).

Les IGFs peuvent se lier avec leurs récepteurs avec une affinité variable (Figure 5)
(Sciacca, L. et al., 2012). Ainsi, ’'IGF-1 se lie avec une forte affinité pour I’'IGF-1R, et peut se
lier dans une moindre mesure a I’IGF-2R et au récepteur de I’insuline (IR). Comme dit
précédemment, le systeéme insulinique et les IGFs dérivent d’un orthologue commun, et
présentent encore une forte homologie. Aussi, I’IGF-1 peut donc se lier mais trées modérément
au récepteur a I’insuline. Ce dernier est également un récepteur a activité tyrosine kinase. On
distingue 2 isoformes, résultant d’un épissage alternatif (IR-A et IR-B). On considere que les
1soformes IR-A et IR-B ont respectivement un role prolifératif et métabolique (Frasca, F. ef
al., 1999). 1l existe également des récepteurs hybrides composés d’une sous-unité a et B du
récepteur IGF-1R et d’une sous-unité a et  du récepteur a I’insuline : IGF-1R/IR. L’IGF-1

présente ¢galement une forte affinité pour les récepteurs hybrides.

L’IGF-2 se fixe quant a lui avec une forte affinité pour I'IGF-1R, I'IGF-2R et I'IR-A, ainsi
que pour les hybrides IGF-1R/IR-A et IR-A/IR-B. L’isoforme IR-A est la forme
prédominante au cours de la vie foetale et permettrait ainsi d’assurer 1’action de I’lGF-2 sur la

croissance feetale (Louvi, A. et al., 1997; Pandini, G. et al., 2002).

Enfin, I’insuline se fixe avec une forte affinité aux deux isoformes de son récepteur IR-A et
IR-B ainsi qu’a son hybride IR-A/IR-B. L’insuline présente également une faible affinité pour

I’IGF-1R (Sciacca, L. et al., 2012).
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Figure 6 : Représentation des IGFBPs et IGFs dans la circulation. Les IGFs sont sécrétés de

manicre ubiquitaire. Ils ont une action autocrine, paracrine et également endocrine. Dans le
sang et le milieu extra cellulaire, les IGFs peuvent former des complexes binaires avec les
IGFBPs. Les complexes binaires avec I’IGFBP-3 ou I’'IlGFBP-5 peuvent interagir avec I’ALS
(acid labile subunit) dans le sang, afin de former un complexe ternaire. Les demi-vies des
IGFs sous forme libre ou sous forme de complexe sont indiquées sur le schéma. Les
complexes ternaires ne peuvent pas passer la barriere des capillaires et nécessitent d’étre

dissociés. D’apres Baxter, R. C. (Baxter, R. C., 2014).



C. Les IGFBPs

La bio-disponibilit¢ des IGFs est régulée en grande partie par leurs protéines de
liaison, les Insulin like Growth Factor Binding Protein (IGFBP). On distingue six protéines
de liaisons, de 'IGFBP-1 a IGFBP-6 (Baxter, R. C. et al., 1998). Les IGFBPs ont des poids
moléculaires variant entre 23 et 31kDa avant modifications post-traductionnelles. Elles sont
constituées de deux domaines conservés reliés par un domaine de liaison, variable entres les
IGFBPs, et qui peut étre clivée par des protéases et permettre ainsi la libération des IGFs
(Dubaquie, Y. et al., 2001). Les IGFBPs sont synthétisées a partir de geénes différents qui
possédent leurs régulations propres. Elles sont sécrétées par de nombreux tissus de fagon
spécifique et sont finement régulées notamment au cours du développement. Parmi elles,
I’IGFBP-3 est prépondérante en période postnatale et est synthétisée au niveau hépatique sous
le contréle de la GH (growth hormone). Les IGFBPs lient les IGFs avec une affinité différente
et permettent de moduler leurs actions en controlant leur demi-vie, leur transport et leur
libération (Allan, G. J. et al., 2001; Baxter, R. C., 2014). On distingue également I’ALS
(acide labile subunit) de 85kDa produite par le foie, qui peut former un complexe ternaire de
150kDa avec I’'IGFBP-3 ou I'IGFBP-5 liées avec I’'lGF-1 ou I’IGF-2 et ainsi augmenter la
demi-vie de ces derniers a plusieurs heures (Dubaquie, Y. ef al., 2001; Baxter, R. C., 2014).
Quatre-vingt-dix pourcents de I'IGF-1 circulant est associ¢ au complexe ternaire IGF-
1/IGFBP-3/ALS. Une faible quantité est associée aux autres IGFBPs et seulement environ 1%
est sous forme libre et donc biologiquement actif. La demi-vie de I’'IGF-1 sous forme libre est
seulement de 1 a 2 minutes, sa fixation a ses protéines de liaison augmente sa demi-vie de 20-
30 minutes a 16 - 24 heures avec I’ALS. Ainsi, ces protéines de liaison sont indispensables a

la régulation de I’IGF-1 (Figure 6) (Dubaquie, Y. ef al., 2001; Baxter, R. C., 2014).

Enfin, la présence d’IGFBPs protéases au niveau plasmatique est un ¢lément clef pour
la séparation des complexes IGF-IGFBPs. On distingue trois sortes de protéases agissant sur
les complexes : les kallikréines, les cathepsines et les MMPs (matrix metalloproteinase). Elles
sont notamment connues pour étre augmentées au cours de la gestation augmentant ainsi la
biodisponibilité des IGFs et favorisant donc la croissance placentaire et feetale, et augmentent

I’anabolisme chez la mere (Collett-Solberg, P. F. et al., 2000; Rosenbloom, A. L., 2007).
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IGFBP-6
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systéme nerveux
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fertilite, altération du développement du cervelet

Bienvenu, G. et al., 2004,
Endocrinology
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ALS-/-

Ubiquitaire

Retard de croissance postnatal

Ueki, I etal , 2000, PNAS

Tableau 1 : Phénotypes des modéles de souris transgéniques sur-exprimant les IGFBPs. Les

souris sur-exprimant une protéine de liaison, IGFBP ou ALS présentent en général un retard
de croissance associ¢ ou non a une intolérance au glucose et a des altérations de la fertilité
(Rajkumar, K. et al., 1995; Gay, E. et al., 1997; Hoeflich, A. et al., 1999; Ueki, L. et al., 2000;
Dubaquie, Y. et al., 2001; Modric, T. et al., 2001; Zhang, M. et al., 2003; Bienvenu, G. et al.,

2004; Salih, D. A. et al., 2004).




Les IGFBP-1, 2, 4, 5 et 6 inhibent la croissance de manic¢re dépendante des IGFs. On
suppose un effet de séquestration des IGFs et ainsi une diminution de la quantité¢ d’IGF-1
libre et donc bio-disponible (Gay, E. et al., 1997; Hoeflich, A. et al., 1999; Zhang, M. et al.,
2003; Bienvenu, G. et al., 2004; Salih, D. A. et al., 2004; Evdokimova, V. et al., 2012).

De maniére générale, la surexpression des IGFBPs est associée a un retard de croissance plus
ou moins sévere, indiquant une séquestration potentielle des IGFs (Gay, E. et al., 1997;
Hoeflich, A. et al., 1999; Modric, T. et al., 2001; Zhang, M. et al., 2003; Bienvenu, G. et al.,
2004; Salih, D. A. et al., 2004). Des retards de croissance intra-utérins avec une perte
d’environ 10% du poids a la naissance sont observés dans le cas d’une surexpression des
IGFBP-1, 3 a 6, en allant jusqu’a 30% lors d’une surexpression ubiquitaire d’IGFBP-5
(Rajkumar, K. et al., 1995; Modric, T. et al., 2001; Zhang, M. et al., 2003; Bienvenu, G. et
al., 2004; Salih, D. A. et al., 2004). Des problemes de fertilités sont également notifiés avec
une altération de I’ovulation, une diminution de la taille des portées, des problémes de
développement feetaux et une mortalit¢ a la naissance dans le cas de surexpression des
IGFBP-1, 3, 5 et 6 (Tableau 1) (Gay, E. ef al., 1997; Modric, T. et al., 2001; Bienvenu, G. et
al., 2004; Salih, D. A. et al., 2004). Enfin, les souris KO pour I’ALS présentent un phénotype

modéré avec seulement une diminution de la croissance postnatale (Ueki, 1. ef al., 2000).

De maniére plus spécifique, I’IGFBP-1 est produite essentiellement par le foie et I’endométre.
Elle est connue pour inhiber les effets mitogéniques et hypoglycémiants de I’IGF-1.
L’IGFBP-1 est augmentée dans le cas de retard de croissance intra-utérin et est donc
négativement associée au poids de naissance (Collett-Solberg, P. F. et al., 2000). Dans ce
sens, une surexpression d’IGFBP-1 chez la souris induit une diminution de la croissance in
utero, des problémes de fertilité et une altération du métabolisme (diabéte et protéinurie)

(Gay, E. et al., 1997).

Enfin, I’'IGFBP-3 est produite essentiellement par le foie sous controle de la GH en période
postnatale. Le complexe (IGF-1/IGFBP-3) est capable de former un complexe ternaire avec
I’ALS qui protege ’'lGFBP-3 de la dégradation par les protéases. L’IGFBP-3 agit comme
protecteur de I’IGF-1 et sert de réservoir, ce qui permet sa libération lente au niveau de son
récepteur et potentialise ainsi son action. L’IGFBP-3 peut également prévenir les effets

hypoglycémiants induits par I’'IGF-1 (Collett-Solberg, P. F. ef al., 2000).
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Figure 7 : Représentation schématique des voies de signalisations activées par le systéme

IGF. L’IGF-1R permet d’activer les voies de signalisation PI3K/AKT et MAPK. Ces voies
permettent entre autre de transmettre le role anti-apoptotique et prolifératif des IGFs. D’apres

Zha, L. et al. (Zha, J. et al., 2010).



L’action des IGFBPs sur la croissance est dépendante des IGFs, mais il existe
¢galement un effet indépendant des IGFs décrit pour les différentes IGFBPs (Binoux, M.,
1997; Ferry, R. J., Jr. et al., 1999; Wright, R. J. et al., 2002; Sato, Y. et al., 2007; Wheatcroft,
S. B. et al., 2009; Bach, L. A. et al., 2013; Baxter, R. C., 2014). De mani¢re générale, les
IGFBPs peuvent agir sur des récepteurs spécifiques et étre endocytées et transportées dans le
noyau. Elles peuvent alors inhiber des facteurs de transcription favorisantla croissance
cellulaire. Elles peuvent également induire I’apoptose de maniére caspase dépendante (Baxter,
R. C., 2014). Ces actions indépendantes des IGFs permettent ainsi de moduler de manicre

plus fine la croissance (Rosenbloom, A. L., 2007).

D. Voies de signalisations

L’action des IGFs sur I’IGF-1R active les voies de signalisations PI3K/AKT et MAPK
(mitogen activade protein kinase). L’activation d’IGF-1R par son ligand induit son
autophosphorylation, ce qui permet la fixation des protéines adaptatrices IRS-1 (insulin

receptor substrate), IRS-2 et Shc (SRC homology 2 domain containing transforming protein)
(Figure 7) (Zha, J. et al., 2010).

La fixation d’IRS-1,2 active la sous unité régulatrice p85 de la PI3K (phosphatidyl inositol 3’
kinase) dont la sous-unité¢ catalytique pll0 convertit le PiP2 (phosphatidyl inositol
diphosphate) en PiP3 (phosphatidyl inositol triphosphate). Cela permet ensuite la
phosphorylation d’AKT (AGC kinase) par PDK1 (phophoinositide dependant protein kinase
1) et mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2). AKT régule plusieurs
événements cellulaires comme la désinhibition du complexe mTORCI et augmente la
synthése protéique et la croissance cellulaire. De plus, AKT, via I’inhibition de GSK-3f3
(glycogen synthase kinase), stimule entre autres la glycogénogénese. De plus, il augmente la
prolifération et la survie par une modulation des facteurs de transcriptions Foxo, p27, BCL2

(B cell lymphoma 2) et BAD (BCL?2 associated agonist of cell death) (Zha, J. et al., 2010).

D’autre part, la fixation de Shc a ’IGF-1R permet le recrutement de GRB2 (growth factor
receptor bound protein 2) qui s’associe a SOS (son of sevenless) et active RAS (rat sarcoma),
ce qui permet la phophorylation en cascade de la voie des MAPKs incluant RAF (rapidly
accelerated fibrosarcoma, ou MAP3K), MEK (MAPK/ERK kinase, ou MAP2K) et ERK 1, 2
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(Extracellular signal-regulated kinase 1, 2, ou MAPK3, 1 respectivement). Cette voie active

entre autres, la prolifération cellulaire (Zha, J. et al., 2010).

De plus, on distingue des boucles de rétrocontroles négatives au sein de ces voies de
signalisations. Ainsi ERK peut inhiber RAF, MEK et SOS, tandis que S6K (56 kinase) peut
inhiber mTORC2 et PI3K. De plus, ces deux voies de signalisation PI3K/AKT et MAPK
peuvent également interagir entres elles et s’autoréguler (Mendoza, M. C. et al., 2011). Dans
ce sens, on distingue des boucles d’inter-activations avec ERK pouvant stimuler mTORC1 et
RAS pouvant activer la PI3K. Il existe également des boucles d’inter-inhibions avec AKT
pouvant inhiber RAF, tandis que ERK pourrait inhiber le recrutement de la PI3K (Mendoza,
M. C.etal,2011).
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Figure 8 : Organisation tridimensionnelle des noyaux majeurs de 1’hypothalamus.

Abréviations : 3V, 3éme ventricule ; AHA, aire hypothalamique antérieure ; ARC, noyau
arqué ; AV3V, aire antéro-ventrale du 3¢me ventricule ; DP, sous-noyau parvocellulaire
dorsal du noyau paraventriculaire (PVN) ; DMH, noyau dorso-médian ; F, fornix ; LHA, aire
latérale hypothalamique ; LM, sous-noyau magnocellulaire latéral du noyau paraventriculaire
(PVN): LPOA, aire latérale préoptique; ME, éminence médiane ; MP, sous-noyau
parvocellulaire médian du PVN; MPO, aire préoptique médiane; Pe / PeV, noyau
périventriculaire ; OT, tractus optique ; SCh, noyau suprachiasmatique; SON, noyau
supraoptique; VMH, noyau ventromédian ; VP, sous-noyau parvocellulaire ventral du PVN.

Adapté de Berthoud, H. R. (Berthoud, H. R., 2002).



I1. Le complexe hypothalamo-hypophysaire

Comme il a ét¢ dit précédemment, les IGFs sont trés fortement impliqués dans la
croissance périnatale de 1’organisme, et I’'IGF-1 a également été impliqué dans la croissance
postnatale, notamment sous le controle de I’hormone de croissance. L’IGF-1 fait ainsi partie
intégrante de 1’axe somatotrope en période postnatale. Chez I’adulte, I’'IGF-1 circulant est
majoritairement produit par le foie en réponse a ’hormone de croissance, qui est sécrétée par

I’hypophyse sous le contrdle de neuropeptides de 1’hypohalamus.

A. Neuroanatomie

1. Hypothalamus

L’hypothalamus est situé dans la partie ventrale du diencéphale au niveau du 3™
ventricule. L hypothalamus s’étend de 1’aire préoptique aux corps mamillaires et est constitué
de plusieurs noyaux aux roles distincts. L’hypothalamus médio-basal est ainsi subdivisé en
plusieurs noyaux et aires : le noyau arqué (ARC), périventriculaire (PeV), paraventriculaire
(PVN), dorsomédian (DMH), ventromédian (VMH), les aires préoptiques antérieures (POA)

et Iaire latérale hypothalamique (LHA). Il est également constitué de I’éminence médiane

(ME) (Figure 8) (Berthoud, H. R., 2002).

L’hypothalamus régule de nombreuses fonctions de 1’organisme et joue un rdle
intégrateur par I’intermédiaire de ses nombreuses afférences et efférences. Ainsi, il intégre de
nombreuses informations en provenance des systémes limbiques, du cortex, des nerfs
optiques, du nerf vague efc., ce qui est facilité par sa localisation centrale au niveau du
cerveau (Berthoud, H. R., 2002). L’hypothalamus est ainsi impliqué dans les régulations
nerveuses mais également endocriniennes. Les régulations endocriniennes sont réalisées par
I’innervation de I’éminence médiane et de la posthypophyse. Les neurones de I’hypothalamus
impliqués dans cette régulation endocrinienne sont de deux types: les neurones
magnocellulaires (de grandes tailles) localisés dans le PVN et le noyau supraoptique (SON),
et les neurones parvocellulaires (de petites tailles) localisés dans ’ARC, le PeV, le PVN, le
POA, etc. Les neurones magnocellulaires projettent directement vers le lobe postérieur de

I’hypophyse et sécrétent leurs hormones dans le sang, tandis qu’une partie des neurones
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Figure 10 : Coloration au crésyl violet d’une coupe coronale de cerveau murin. Abréviations

: 3V, 3°™ ventricule ; ARC, noyau arqué ; ME, éminence médiane. Ces zones ont été mises
en évidence graces aux fléches noires. Adapté de The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates

(George Paxinos, K. B. J. F., 2001).



parvocellulaires sécrétent des facteurs stimulateurs ou inhibiteurs au niveau de 1’éminence
médiane, dans le réseau capillaire du systéme porte, afin de controler la sécrétion hormonale

par les cellules du lobe antérieur de I’hypophyse (Musumeci, G. et al., 2015).

L’hypothalamus se forme précocement lors du développement feetal. Il est issu de la
partie rostrale de I’épithélium neural (Rizzoti, K. ef al., 2011) : le tube neural s’allonge pour
former le prosencéphale, le mésencéphale et le rhombencéphale a E ;s chez le rat et E; 5 chez
la souris. Le prosencéphale se divise ensuite en télencéphale et en diencéphale, ce dernier
donnant naissance au thalamus et a I’hypothalamus a E;35 chez le rat et Egs chez la souris

(Figure 9) (Markakis, E. A., 2002).

Le développement de I’hypothalamus se fait selon un processus dit « outside-in » : les
neurones hypothalamiques sont formés au niveau du troisiéme ventricule et sont poussés vers
les positions latérales par I’arrivée des neurones suivants. Ainsi, les noyaux les plus éloignés
du 3™ ventricule sont formés de facon plus précoce que les neurones situés & proximité du
3% ventricule (Caqueret, A. et al, 2006). Dans ce sens, la mise en place de 1’aire
hypothalamique latérale (LHA) chez le rat se fait & partir du 13°™ jour embryonnaire (E, 3.5)
tandis que le noyau arqué (ARC) débute a E;s5s. De la méme maniere, les neurones situés au
niveau latéral au sein du noyau arqué sont formés de maniere plus précoce que les neurones
plus médians (Markakis, E. A., 2002; Caqueret, A. et al., 2006). Chez les rongeurs, le

développement de I’hypothalamus se prolonge pendant les premicres semaines de vie

postnatale (Kappeler, L. ef al., 2009; Bouret, S. G., 2010).

2. Eminence médiane

Une partie des neurones hypothalamiques a fonction endocrine projettent leurs axones
au niveau de I’éminence médiane. Celle-ci se situe au niveau ventral du troisiéme ventricule
(ME, median eminence) (Figure 10). L’éminence médiane appartient aux organes
circumventriculaires et ne présente pas de barriere hémato-encéphalique. C’est un lieu idéal
pour la communication entre les organes périphériques et les neurones de 1’hypothalamus

(Hideshi, K. Y., Yamaguchi; Haruko, Uemura, 2012). L’éminence médiane
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Figure 11 : Coupe coronale d’un hypothalamus de rat au niveau de 1’éminence médiane. Un

immunomarquage des tanycytes avec la vimentine est représenté a gauche et les 4 sous-
populations de tanycytes, o, oo, Bi et B, sont illustrées a droite. Abréviations : 3°V, 3°"¢
ventricule ; AN, noyau arqué ; ME, éminence médiane ; pc, capillaires du systéme porte ;

VMN, noyau ventro-médian. D’aprés Rodriguez, EM. et al. (Rodriguez, E. M. et al., 2010).

(s

e T

Figure 12 : [llustration du pdle basal des tanycytes 3 au niveau de I’éminence médiane. Outre

la fonction de barriere et de transporteurs sélectifs, les tanycytes peuvent également réguler
I’acces des terminaisons axonales aux capillaires. Abréviations : CL, lumicre des capillaires ;
ET, cellules endothéliales ; F, fenestration; N, terminaisons nerveuses; PVS, espace
périvasculaire ; SC, contact synaptique ; T, tanycyte. Adapté de Kobayashi, H. et al. (Hideshi,
K. Y., Yamaguchi; Haruko, Uemura, 2012).



est vascularisée par le réseau capillaire primaire du systéme porte, qui irrigue la pars distalis
de I’adénohypophyse. Les neuropeptides hypothalamiques sont libérés dans 1’éminence
médiane au niveau du systéme porte, qui va ensuite irriguer 1’hypophyse antérieure.
L’éminence médiane est donc la région de I’hypothalamus contenant les projections d’axones

hypothalamiques transportant les facteurs hypophysiotropes.

L’éminence médiane contient également des tanycytes. Les tanycytes sont des cellules
épendymales qui jouent le réle de barriere hémato-encéphalique au niveau de 1’éminence
médiane, et qui permettent des échanges controlés entre le sang et le liquide céphalorachidien
(LCR). On distingue les tanycytes [ situés sur le plancher du 3™ ventricule de
I’hypothalamus (B; et B,) (Hideshi, K. Y., Yamaguchi; Haruko, Uemura, 2012). Le pole apical
des tanycytes B présente un contact avec le LCR du 3°™ ventricule tandis que le pole basal
forme un contact avec le réseau capillaire primaire du systéme porte (Figure 11). L’éminence
médiane présente des échanges sélectifs facilités avec le systeéme porte constitué de capillaires
fenestrés grace aux tanycytes 2. Les tanycytes B; séparent I’éminence médiane et le noyau

arqué (Rodriguez, E. M. et al., 2010).

Les tanycytes ont un rdle de barriere, de régulateur et d’intégrateur des informations
circulantes (Ojeda, S. R. et al, 2008; Prevot, V. et al., 2013). Les tanycytes B2 peuvent
notamment promouvoir les transports hormonaux du sang au LCR. Ces cellules expriment des
marqueurs de I’endocytose comme la N-Cadhérine et la Calvéoline 1 (Rodriguez, E. M. et al.,
2010; Balland, E. et al., 2014). Des ¢tudes réalisées chez la souris ont ainsi montré que la
leptine peut transiter de manicre polarisée dans les tanycytes. Ainsi, la leptine est internalisée
par I’intermédiaire du récepteur a la leptine dans les prolongements tanycytaires, transite

jusqu’au pole apical des tanycytes B2 afin d’étre libérée dans le 3™

ventricule, puis diffuse
librement dans le noyau arqué (Balland, E. et al., 2014). De plus, les tanycytes B2 peuvent
présenter dans certains cas une plasticité permettant de faciliter les contacts physiques entres
les terminaisons axonales et la paroi des capillaires fenestrés (Figure 12). En effet, le pole
basal des tanycytes 3, s’étend sur les capillaires limitant ainsi les connexions directes entre les
terminaisons axonales et les capillaires. I a notamment ét¢ montré pour les neurones
gonadotropes, qui sécretent le GnRH (gonadotropin releasing hormone) au niveau de

I’éminence médiane, que les tanycytes P, peuvent se rétracter en période pré-ovulatoire en

présence d’une forte concentration en cestrogene afin de favoriser les interactions
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Figure 14 : Représentation en pourcentage des différents types cellulaires de I’antéhypophyse
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somatotropes ; GON, cellules gonadotropes; PRL, cellules lactotrope; TSH, cellules

thyréotropes. D’apres Nuiez, L. ef al. (Nunez, L. et al., 2003).



axones/capillaires. Les tanycytes permettent ainsi de réguler la sécrétion des
neurotransmetteurs (Ojeda, S. R. et al., 2008; Hideshi, K. Y., Yamaguchi; Haruko, Uemura,
2012; Goodman, T. et al., 2015).

On distingue également des tanycytes a localisés sur la paroi inféro-latérale du troisiéme
ventricule (al et a2) permettant les échanges entre le LCR et les neurones. L’importance de
ces tanycytes a été notamment observée dans le transport de la leptine du LCR aux noyaux

ventromédians (VMH) et dorsomédians (DMH) (Balland, E. et al., 2014).

3. L’hypophyse

L’hypophyse ou glande pituitaire est située au niveau de la selle turcique sur 1’os
sphénoide. Chez les rongeurs, I’hypophyse est divisée en 3 lobes : un lobe antérieur (ou
anté¢hypophyse), un lobe intermédiaire et un lobe postérieur (ou posthypophyse). L’hypophyse
est reliée a ’hypothalamus par la tige pituitaire. On ne distingue pas de lobe intermédiaire
chez ’homme (Musumeci, G. et al., 2015). Le lobe postérieur de 1’hypophyse est constitué¢
essentiellement de cellules de soutien et d’extensions des neurones magnocellulaires
hypothalamiques. L’antéhypophyse est quant a elle majoritairement constituée de cellules
endocrines dont la sécrétion est régulée par les facteurs stimulateurs ou inhibiteurs sécrétés
par les neurones parvocellulaires, au niveau de 1’éminence médiane (Figure 13) (Musumeci,

G.etal., 2015).

Au cours du développement feetal, le stomodeum ectodermique de I’embryon forme
une excroissance antérieure a la membrane buccopharyngée, formant ainsi la poche de
Rathke. Cette derniere se sépare de la cavité buccale et forme 1’adénohypophyse. Une
évagination du diencéphale donne naissance a la neurohypophyse (ainsi qu’a ’hypothalamus)

(Rosenbloom, A. L., 2007; Rizzoti, K. et al., 2011).

L’antéhypophyse est constituée de plusieurs grands types de cellules endocrines
(Figure 14): les cellules somatotropes, lactotropes, corticotropes, thyréotropes et

gonadotropes qui sécrétent respectivement 1’hormone de croissance, la prolactine,
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Figure 15 : Représentation du complexe hypothalamo-hypophysaires et de leurs organes

cibles. On distingue les sécrétions de la posthypophyse et celle de 1’antéhypophyse qui
contient 1’axe somatotrope (GHRH, SST, GH, somatomédines/IGFs), I’axe thyréotrope (TRH,
TSH, T3, T4), ’axe gonadotrope (GnRH, LH, FSH, stéroides sexuels), I’axe corticotrope
(CRH, ACTH, glucocorticoides) et I’axe lactotrope (DA, PRL). Abréviations: ACTH,
adrénocorticotrophine ; ADH, vasopressine ; CRH, corticolibérine ; DA, dopamine ; FSH,
hormone folliculo-stimulante ; GH, hormone de croissance ; GHRH, somatolibérine ; GnRH,
gonadolibérine ; LH, hormone lutéinisante ; MSH, mélanocortine ; OT, ocytocine ; PRL,
prolactine ; PVN, noyau paraventriculaire; SON, noyau supraoptique; SST=SRIH,
somatostatine ; TRH, thyréolibérine ; TSH, thyréostimuline. D’aprés Musumeci, G. et al.

(Musumeci, G. et al., 2015).



I’adrénocorticotrophine, la thyréostimuline, et enfin 1’hormone lutéinisante et 1’hormone
folliculo-stimulante. Entre 80 et 88% des cellules endocrines de I’antéhypophyse sont
constituées a part égale des cellules somatotropes et des cellules lactotropes (Nunez, L. et al.,
2003). La majeure partie des cellules endocrines de 1’antéhypophyse ne sécrétent qu'une seule
hormone. Seul 0.6% a 1.8% d’entre elles sont multifonctionnelles, c'est-a-dire pouvant co-
sécréter plusieurs hormones. De plus, certaines cellules endocrines présentent différents
récepteurs aux neuropeptides hypothalamiques et sont ainsi sensibles a plusieurs
neuropeptides (Nunez, L. et al., 2003). Dans le cas des cellules somatotropes, 93% sont
mono-hormonales, les 7% restants pouvant majoritairement co-sécréter la prolactine (Nunez,
L. et al., 2003). La stimulation des récepteurs des neuropeptides hypothalamiques engendre
une augmentation de la concentration du calcium cytosolique des cellules endocrines,
induisant ainsi la libération de leur hormone (Nunez, L. et al., 2003). Les cellules sont

interconnectées, ce qui permet la génération d’un pic hormonale dans la circulation sanguine.

L’antéhypophyse est également constituée de cellules folliculo-stellaires qui
représentent 5 a 10% des cellules hypophysaires (Devnath, S. et al., 2008). Ces cellules sont
interconnectées par des jonctions gaps et peuvent faciliter la coordinnation de la
dépolarisation des cellules endocrines de I’antéhypophyse par propagation du courant
calcique (Soji, T. et al., 1997; Herkenham, M., 2005; Devnath, S. et al., 2008; Hodson, D. J.
et al., 2012). Les cellules folliculo-stellaires sont également impliquées dans le systéme
immunitaire et sont capables de sécréter des cytokines comme I’IL-6 et présentent également
un role de phagocytose. Les cellules folliculo-stellaires coordonnent ainsi la réponse des

cellules endocrines avec le syst¢eme immunitaire (Herkenham, M., 2005).

B. Fonctions hypothalamo-hypophysaires

1. Axes hypothalamo-hypophysaires

Une grande partie des régulations des grandes fonctions de I’organisme se fait
par une régulation hormonale. Le complexe hypothalamo-hypophysaire permet la
centralisation et le controle de certaines sécrétions endocrines. On distingue les sécrétions

post-hypophysaires et anté-hypophysaires (Figure 15).
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a. Neurones magnocellulaires et posthypophyse

Les neurones magnocellulaires de 1’hypothalamus produisent la vasopressine et 1’ocytocine
(Leng, G. et al., 2015). Ces neurones magnocellulaires synthétisent leurs hormones au niveau
de leurs corps cellulaires. Les hormones sont ensuite stockées dans les corps de Herring au
niveau des terminaisons axonales, situées directement dans la posthypophyse, et sont

sécrétées dans 1’artére hypophysaire inférieure (Musumeci, G. et al., 2015).

La vasopressine (ou hormone antidiurétique (ADH)) est responsable du controle de
I’osmolarité et du volume sanguin, régulant ainsi la pression artérielle (Connell, J. M. et al.,
1987). Le métabolisme hydrique et la balance des électrolytes sont ainsi régulés par le noyau
supraoptique (SON) et le noyau paraventriculaire (PVN). La vasopressine régule entre autres
la réabsorption d’eau et d’¢lectrolytes par le rein au niveau des tubules collecteurs (Leng, G.

et al.,2015; Andrew Sharman, J. L., 2016).

L’ocytocine est une hormone impliquée dans la reproduction. Elle a notamment été impliquée
dans le comportement sexuel (Garrison, J. L. et al., 2012), I’accouplement et 1’éjaculation.
Elle a également été impliquée dans les contractions du myometre de 1’utérus au cours de la
parturition et dans les contractions des glandes mammaires lors de la lactation (Veening, J. G.
et al., 2015). L’ocytocine pourrait €galement stimuler la sécrétion de prolactine importante
pour la lactogenese (Kennett, J. E. ef al., 2012). De plus, I’ocytocine a également un role au

niveau central et permet de favoriser la relation mere/enfant (Zik, J. B. et al., 2015).

b. Neurones parvocellulaires et antéhypophyse

On distingue cinq axes hypothalamo-hypophysaires: 1’axe somatotrope, 1’axe
thyréotrope, I’axe gonadotrope, 1’axe corticotrope et I’axe lactotrope (Figure 15). Il existe un
rétrocontrole négatif des différentes hormones des ces axes ce qui maintient un contrdle fin de
ces derniers. Nous allons principalement nous focaliser sur 1’axe somatotrope qui représente

une partie essentielle de cette these.
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Figure 16 : Représentation de 1’axe somatotrope. Le GHRH hypothalamique active la

sécrétion de GH hypophysaire tandis que le SRIH hypothalamique 1’inhibe. La GH a une
action directe sur la croissance et le métabolisme par I’intermédiaire de son récepteur. La GH
stimule également la sécrétion d’IGF-1, d’ALS et d’IGFBP-3 majoritairement au niveau
hépatique (70% de I’IGF-1 circulante est d’origine hépatique (Sjogren, K. et al., 2002; Yakar,
S. et al., 2004)). 1l existe une boucle de rétrocontrole négative de la GH et de I'IGF-1 au
niveau hypothalamique et hypophysaire. Il existe également des rétrocontroles entre le GHRH
et le SRIH, ainsi que des autorégulations de la GH, du GHRH et du SRIH qui ne sont pas
représentées sur ce schéma dans un souci de clarté. Abréviations : ALS, acide labile subunit ;
GH, hormone de croissance ; GHBP, GH binding protein ; GH-R, GH récepteur ; GHRH,
growth hormone releasing hormone ; IGF-1 insulin like growth factor 1 ; IGF-1R, récepteur

de type 1 aux IGFs ; IGFBP3, IGF binding protein 3 ; SRIH, somatostatine.



o. [.’axe somatotrope

Composition

De maniére globale, la GH (Growth Hormone) est sécrétée de maniere pulsatile par
I’adénohypophyse et sa sécrétion est finement régulée par deux neurohormones
hypothalamiques antagonistes sécrétées en phase inverse au niveau du systéme porte
hypophysaire : le GHRH (somatolibérine, Growth Hormone Releasing Hormone), activateur,
et le SRIH (somatostatine, Somatotropin Release Inhibiting Hormone), inhibiteur (Figure
16). L’hormone de croissance active son récepteur GHR (growth hormone receptor) et
stimule la sécrétion d’IGF-1 hépatique, qui devient alors la source majoritaire de 1’'IGF-1
circulant. La GH stimule également la transcription et la sécrétion hépatique d’IGFBP-3 et
d’ALS. L’IGFBP-3 est produit par les cellules endothéliales et les cellules de Kupffer tandis
que ’IGF-1 et I’ALS sont produits par les hépatocytes (Collett-Solberg, P. F. et al., 2000). 11
existe un rétrocontrole négatif, indispensable pour assurer une régulation fine de cet axe. En
effet, la GH et I’IGF-1 ont une action inhibitrice au niveau hypothalamique et hypophysaire.
On distingue également des rétrocontroles entre le GHRH et le SRIH, ainsi que des
autorégulations de la GH, du GHRH et du SRIH (Steyn, F. J. et al., 2016). Ces différents
¢léments constituent 1’axe somatotrope (Bluet-Pajot, M. T. ef al., 1998; Bluet-Pajot, M. T. et
al.,2001; Chowen, J. A. et al., 2004).

Plus spécifiquement, la somatolibérine (GHRH) est un neuropeptide produit par les
neurones 8 GHRH situés dans le noyau arqué de I’hypothalamus (Chowen, J. A. et al., 2004).
Ces neurones neuroendocriniens de type parvocellulaire projettent vers 1’éminence médiane
ou la somatolibérine est sécrétée au niveau des capillaires du systéme porte, qui irriguent

ensuite I’ant¢hypophyse, et stimule la sécrétion de la GH.

La somatostatine (SRIH) est largement distribuée au sein du systéme nerveux central et en
périphérie au sein du tractus digestif et du pancréas. Au niveau de 1’hypothalamus, la majorité
des neurones a SRIH sont localisés au niveau du noyau périventriculaire (PeV) (Dournaud, P.
et al., 1992). Ces neurones projettent au niveau de 1’éminence médiane, ou la somatostatine
est ¢également sécrétée dans le systeme porte hypophysaire et permet 1’inhibition de la
sécrétion de GH par les cellules somatotropes de 1’antéhypophyse (Chowen, J. A. et al.,

2004).
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Figure 17 : Action régulatrice du GHRH et du SRIH sur la sécrétion de GH par les cellules

somatotropes. Le GHRH stimule la formation d’AMP cyclique qui active la PKA (protein
kinase A). Celle-ci phosphoryle ensuite le facteur de transcription CREB. Ce dernier stimule
la transcription de PIT1 et ainsi la prolifération des cellules somatotropes, ainsi que la
sécrétion de GH. Abréviations: ATP, adénosine triphosphate; cAMP, adénosine
monophosphate cyclique ; CREB, cAMP response element binding protein ; FOS, FBJ
osteosarcoma oncogene ; GH, growth hormone ; GHRH, growth hormone releasing hormone
; Gi, protéine G inhibitrice ; Gs, protéine G stimulatrice ; PIT1, Pituitary specific positive
transcription factor 1 ; PKA, protéine kinase A. D’aprés Asa, S. L. et al. (Asa, S. L. et al.,
2002).



Le récepteur GHRH (growth hormone releasing hormone receptor, GHRH-R) est un
récepteur a sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G (Asa, S. L. et al.,
2002).La fixation du GHRH induit le changement de conformation de la protéine G
stimulatrice, ce qui permet I’activation de I’AC (adenylyl cyclase) qui génére I’AMP cyclique
a partir de I’ATP (Figure 17). L’AMPc active alors la protéine kinase A (PKA), qui induit la
phosphorylation du facteur de transcription CREB (cAMP response element binding). Cette
derniére permet d’activer les facteurs de transcriptions FOS et PIT1 (Melmed, S., 2009). PIT1
(POUIF1, Pituitary specific positive transcription factor 1) est un facteur de transcription
crucial pour I’expression et la régulation des génes de 1I’hormone de croissance et de la
prolactine (Gonzalez-Parra, S. et al., 1996; Ezzat, S. et al., 2005). La stimulation du GHRH-R
engendre une augmentation de la concentration calcique cytosolique dans les cellules
somatotropes, ce qui engendre la libération de la GH (Nunez, L. ef al., 2003). L’action de la
somatostatine est quant a elle régulée par six récepteurs a sept domaines transmembranaires
couplés aux protéines G inhibitrices (SST1, SST2A, SST2B, SST3, SST4 et SSTS5), qui
inhibent la synthése d’AMPc par I’AC (Asa, S. L. et al., 2002; Viollet, C. et al., 2008). Seuls
les récepteurs SST1, SST2 et SSTS sont impliqués au niveau hypophysaire dans I’inhibition
de la sécrétion de GH. De plus une partie des neurones a GHRH du noyau arqué expriment les
messagers des récepteurs SST1 et SST2, ce qui permet le rétrocontrle du GHRH par SRIH
(Beaudet, A. et al., 1995).

Les cellules somatotropes représentent 40% des cellules de 1’antéhypophyse (Nunez,
L. et al., 2003). Les cellules somatotropes sont organisées et connectées entres elles par des
jonctions adhérentes et forment ainsi un réseau tridimensionnel qui pourrait permettre une
dépolarisation et une sécrétion de GH de maniere coordonnée (Bonnefont, X. et al., 2005;
Waite, E. ef al., 2010). La formation de ce réseau durant la période postnatale est un élément
crucial pour la formation du pic de sécrétion de GH au niveau sanguin ((Le Tissier, P. R. et

al., 2012).

Environ 50% de la GH qui est sécrétée circule a I’état libre, le reste étant
principalement li¢ a la GHBP (Growth Hormone Binding Protein). La GHBP est le produit
protéolytique de la partie extracellulaire du GHR (Growth Hormone Receptor). Elle permet

de favoriser le transport de la GH. Cependant elle présente une affinité moins grande avec la
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Figure 18 : Représentation des voies de signalisations activées par la GH. La torsion du GHR
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Figure 19 : Représentation de la pulsatilité de ’hormone de croissance (GH) chez le rongeur.

La pulsatilit¢ de GH est différente pour les males (graphique de gauche) et les femelles

(graphique de droite). Les males présentent des pics de hautes amplitudes a intervalles

réguliers tandis que les femelles ont des pics stochastiques de plus faibles amplitudes, avec un

niveau basal élevé. Adapté de (Farhy, L. S. et al., 2002).



GH que le GHR, ce qui favorise I’interaction de la GH avec son récepteur (Rosenbloom, A.
L., 2007). L’action de la GH se fait par sa fixation a son récepteur, le GHR. La GH active les
voies de signalisation JAK/STAT (Janus Kinases/ Signal Transducers and Activators of
Transcription), PI3K/AKT et MAPK (Figure 18) (Melmed, S., 2009). La GH se fixe a son
récepteur sous forme de dimére ce qui engendre une 1égére torsion interne de GHR permettant
la phosphorylation de JAK?2 et ainsi I’activation de différents signaux de transduction dont la
phosphorylation de STATSb. Les cibles des voies de signalisation sont I’'IGF-1, c-fos (facteur
de transcription), des geénes de prolifération cellulaire, du métabolisme du glucose et des
protéines du cytosquelette. On peut également avoir une internalisation du récepteur ce qui

induit la transcription de génes pro-prolifératifs (Melmed, S., 2009).

De maniére importante, il existe un dimorphisme sexuel de la pulsatilit¢ de GH, avec
chez les males une sécrétion avec des pics de hautes amplitudes a intervalles réguliers séparés
par de faibles concentrations de GH, tandis que les femelles présentent des pics plus fréquents
non réguliers de moindre amplitudes avec une concentration basale de GH ¢levée (Figure 19)
(Farhy, L. S. et al., 2002; Holt, R. 1., 2002; Jaffe, C. A. et al., 1998). Le dimorphisme sexuel
de la sécrétion pulsatile de GH se fait en partie en période néonatale. En effet, il a été observeé
qu’une castration néonatale chez le rat engendrait une féminisation de la pulsatilité de
I’hormone de croissance a 1’dge adulte et inversement, une injection de testostérone a la
naissance chez les femelles masculinise la pulsatilité de la GH (Chowen, J. A. ef al., 2004).
Dans ce sens, a la naissance, le pic de testostérone permet d’influencer le nombre de neurones
a GHRH présents a I’age adulte et permet également de programmer leurs réponses aux
stéroides sexuels, au cours de la puberté. De plus, les stéroides sexuels ont également une
action primordiale au cours de la puberté sur la sécrétion de GH. Ces stéroides agissent par
une régulation au niveau de I’hypothalamus des neurones a GHRH et SRIH (Chowen, J. A. et
al., 2004). En outre, un effet direct des stéroides sexuels sur les cellules somatotropes est
¢galement envisageable avec la présence de récepteurs aux cestrogenes sur les cellules GH
(Chowen, J. A. et al., 2004). Ces actions des stéroides sexuels au niveau hypophysaire

impactent notamment le réseau de cellules somatotropes (Mollard, P. et al., 2012).
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La pulsatilité de la GH est directement régulée par les sécrétions de GHRH et de SRIH
(Farhy, L. S. et al., 2002). La sécrétion pulsatile de la GH implique une régulation trés fine :
en effet, en plus des régulations par le GHRH et le SRIH, la GH est également soumise a une
régulation par des régulateurs périphériques et certains neuromédiateurs, mais aussi par la
glycémie, le stress, le sommeil et certains acides aminés (Giustina, A. et al., 1998; Melmed,
S., 2009). L’horloge circadienne permet également de réguler la pulsatilit¢ de GH (Bur, 1. M.
et al., 2009). Le noyau suprachiasmatique permet ainsi de synchroniser la sécrétion de GH
avec la lumicre, qui présente un rythme nycthéméral, par I’intermédiaire entre autres des

neurones SRIH (Davies, J. S. et al., 2004).

Parmi les régulateurs potentiels, la régulation de la GH est étroitement associée au statut
nutritionnel. Ainsi, on distingue notamment la ghréline, hormone stomacale orexigene,
fortement régulée par la nutrition et découverte comme le ligand endogene du récepteur des
GH sécrétagogues (GHS-R, growth hormone secretagogue receptor) (Hassouna, R. et al.,
2012). La ghréline, sous sa forme active octanoylée, permet entre autres de stimuler la
sécrétion de GHRH, d’inhiber celle de somatostatine et de simuler directement la sécrétion de
GH. D’autres hormones nutritionnelles comme la leptine et 1’insuline permettent également
de stimuler la sécrétion de GH (Watanobe, H. et al., 2002; Steyn, F. J. ef al., 2016). En outre,
I’insuline permet également la synthése d’IGF-1 et est donc indispensable au fonctionnement
de la GH. Cependant, il est a noter que le neuropeptide Y orexygenique, exprimé par les
neurones 2 NPY du noyau arqué, peut stimuler la sécrétion de somatostatine et ainsi inhiber la
sécrétion de GH (Sainsbury, A. et al., 2001). Et de méme, I’a-MSH anorexigeénique, sécrété
par les neurones a POMC du noyau arqué, inhibe la sécrétion de somatostatine et stimule ainsi

celle de la GH (Steyn, F. J. et al., 2016).

D’un point de vue développemental, les neurones a GHRH impliqués dans 1’axe
somatotrope, qui régule la croissance, sont situés dans le noyau arqué de I’hypothalamus, et
apparaissent 4 partir du 16°™ jour embryonnaire (E;¢s) chez le rat. Durant le développement,
le GHRH induit la synthése de PIT1 dans les progéniteurs des cellules somatotropes, ce qui
stimule leur prolifération et leur différenciation (Gonzalez-Parra, S. et al., 1996). Ainsi, une
altération du développement des neurones a GHRH peut résulter en une altération
subséquente du développement des cellules somatotropes (Kappeler, L. et al., 2008; Waite, E.

et al., 2010). Certaines données suggerent néanmoins que l’ablation des neurones GHRH
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induirait ¢galement une altération de la mise en place des cellules lactotrope (PRL+)
hypophysaires (Le Tissier, P. R. et al., 2005). La GH controle la sécrétion d’IGF-1 a partir de
20 jours de vie chez la souris par I’intermédiaire de son récepteur GHR, dont 1’expression

hépatique augmente fortement a partir de cet age (Gluckman, P. D. et al., 1992).

Fonctions

La GH est connue pour son réle sur la croissance et le métabolisme. Concernant la
croissance, la faible concentration en GHR en période feetale soutient 1’absence d’implication
de la GH au cours de cette période ou une action tres limitée (Gluckman, P. D. et al., 1992).
Cette idée a été confortée avec les modeles expérimentaux. En ce sens, 1’inactivation de la GH
chez les souris Snell dwarf (dw) mutées pour le géne codant Pit-1 n’induit pas d’altération
prénatale. De maniére similaire, les souris Little dwarf (lit) présentant une inactivation du
récepteur GHRH n’ont pas d’altération de la croissance prénatale. Cependant, a 1’age adulte,
les souris Snell dwarf ont un poids inférieur de 70% a celui des Wild-Type, tandis que les
Little dwarf ont un poids diminué de 50%. Dans le méme sens, le syndrome de Laron chez
I’Homme associé¢ a une résistance a la GH n’est pas associé a un retard de croissance intra-
utérin mais a un retard de croissance postnatale. Ces données dans leur ensemble suggerent
que la GH joue principalement un role fondamental dans la croissance somatique postnatale
(Baker, J. et al., 1993). Chez la souris, ce role apparait aux alentours de 20 jours de vie, avec
la forte augmentation de I’expression du GHR au niveau du foie. Cette action est
principalement médi¢e par ’'IGF-1. Bien que la majorité des effets de la GH soit relayée par
I’IGF-1, la GH exerce aussi des actions per se, notamment sur la croissance du cartilage au

niveau des chondrocytes et sur les os au niveau des ostéoblastes.

La GH a également un role important dans la prolifération et la différenciation de
nombreux tissus comme les muscles squelettiques, le rein, le cceur, efc. La GH présente
¢galement un role essentiel dans le métabolisme énergétique sur divers tissus (tissu adipeux et
muscles) (Vijayakumar, A. et al., 2011). La GH stimule la lipolyse et favorise donc
I’hydrolyse des triglycérides notamment au niveau du tissu adipeux et réduit donc la masse
grasse. Au niveau musculaire, la GH stimule également 1’anabolisme protéique. Elle présente

¢galement un role hyperglycémiant. Concernant ce dernier point, il existe un lien important
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avec la ghréline. En effet, la ghréline est sécrétée par I’estomac avant les repas et dans le cas
de dénutrition chronique. Son injection a été associée a une augmentation de la GH circulante,
une hyperglycémie et une baisse des taux d’insuline circulante. Ces effets, pourraient étre en
partie engendrés par la GH directement. Néanmoins, 'utilisation d’agonistes moins puissants
(hexareline) suggere également un role direct de la ghréline sur ces facteurs (Broglio, F. et al.,
2001). Ceci pourrait suggérer une action coordonnée de la GH et de ses sécrétagogues sur le
métabolisme. De maniére importante, ces données dans leur ensemble indiquent que toute
altération de la sécrétion de GH peut engendrer des altérations non seulement de la croissance

mais également métaboliques.

B. L’axe thyréotrope

Les neurones thyréotropes localisés dans le noyau paraventriculaire (PVN) projettent
au niveau de I’éminence médiane et sécrétent la TRH (thyrotropin releasing hormone). La
TRH stimule la synthése et la sécrétion de thyréostimuline (TSH) par les cellules thyréotropes
de Dl’adénohypophyse (Figure 15). La thyréostimuline permet ensuite la syntheése des
hormones thyroidiennes (TH) au niveau de la thyroide. On distingue la thyroxine (T4)
contenant quatre atomes d’iode et la tritodothyroxine (T3) contenant trois atomes d’iode. La
T4 est une forme précurseur qui est convertie en T3 et active des facteurs de transcription

(Hoermann, R. et al., 2015).

L’axe thyréotrope est impliqué dans la thermorégulation ainsi que dans le métabolisme
énergétique. La T3 stimule la glycogénolyse, la lipolyse et dans une moindre mesure la
protéolyse. De plus, les THs peuvent également stimuler la chaine respiratoire mitochondriale
et induire la production de chaleur. Les THs participent ¢galement a la croissance et au
développement de I’organisme. Les hormones thyroidiennes jouent un rodle direct sur la
croissance osseuse mais sont €galement nécessaires a l’action optimale de I’hormone de
croissance ainsi que celle de I'IGF-1 (Zimmermann, M. B. et al., 2007). Les hypothyroidies
ont notamment €été associées a une altération des taux circulants en IGF-1, IGFBP-3 et
IGFBP-1 (Iglesias, P. et al., 2001).Au cours du développement fcetal, les hormones
thyroidiennes sont essentielles a la croissance et au développement correct du feetus (Iglesias,

P. et al.,, 2001). Les déficiences en iode au cours de la gestation sont ainsi associées
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a des retards de croissance ainsi qu’a des déficits neurologiques (Alvarez-Pedrerol, M. et al.,

2009; Zimmermann, M. B., 2012).

v. L’axe gonadotrope

Les neurones a gonadotrophine (GnRH, gonadotropin releasing hormone), localisés
dans 1’aire préoptique, stimulent la sécrétion des hormones luteinisantes (LH, luteineizing
hormone) et folliculo-stimulantes (FSH, follicle stimulating hormone) par les cellules
gonadotropes antéhypophysaires (Figure 15). La LH et la FSH ont ensuite une action sur les
gonades pour permettre la sécrétion des stéroides sexuels. On distingue également au niveau
de I’hypothalamus la présence de neurones a kisspeptine dans le noyau antéro-ventral
périventriculaire (AVPV) et dans le noyau arqué (ARC). Ces neurones permettent de réguler
respectivement la production de GnRH, au niveau leur corps cellulaire dans le POA, ou la
sécrétion au niveau de leur terminaison axonale dans I’éminence médiane. Les stéroides
sexuels forment une boucle de rétrocontrdle sur les neurones kisspeptinergiques, activatrice
ou inhibitrice, ce qui permet aux gonades de réguler I’expression de GnRH (d'Anglemont de

Tassigny, X. et al., 2010).

L’axe gonadotrope intervient dans le déclenchement de la puberté et la régulation de la
reproduction (d'Anglemont de Tassigny, X. et al., 2010; Caron, E. et al., 2012). Cet axe est
essentiel pour la maturation des organes sexuels et pour la gamétogenese (spermatogénese
chez le male et oogenese chez la femelle) (d'Anglemont de Tassigny, X. et al., 2010). L’axe
gonadotrope est également important pour la croissance. En effet, au cours de la puberté, les
stéroides stimulent la croissance par une action directe sur les chondrocytes mais également
en stimulant la synthése de GH et donc d’IGF-1. Ainsi, lors de la puberté, on observe une
forte relation entre la taille, la concentration en IGF-1 et celle de testostérone ou d’cestradiol

(Cole, T. J. et al., 2015).
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0. L’axe corticotrope

Les neurones corticotropes localisés dans le PVN synthétisent la corticolibérine (CRH,
corticotropin releasing hormone). La CRH stimule la production d’ACTH (adreno
corticotropin hormone) par les cellules corticotropes de 1’adénophypophyse (Figure 15).
L’ACTH induit la sécrétion de corticostéroides par les surrénales, dont les glucocorticoides.
L’axe corticotrope régule le comportement (anxiété, agressivité, efc.), la réponse au stress, la
mémoire et I’apprentissage, le développement et la maturation des organes. Ils présentent
également un important réle métabolique : ils stimulent la gluconéogenese, le catabolisme
protéique et la lipolyse (Caldji, C. et al, 1998; Kubzansky, L. D. et al., 2010). Les
glucocorticoides ont également un rdle anti-inflammatoire et immunosuppresseur. Il est a
noter que les glucocorticoides inhibent la croissance en inhibant le GHRH et donc la sécrétion

de GH (Mazziotti, G. et al., 2013).

g. L’axe lactotrope

Les neurones dopaminergiques (DA) synthétisent la dopamine. Ils sont localisés dans
le noyau arqué de I’hypothalamus et inhibent en continue la sécrétion de prolactine par les
cellules lactotropes de 1’antéhypophyse (Figure 15) (Nunez, L. et al., 2003; Musumeci, G. et
al., 2015). Plusieurs études ont démontré la co-expression de GHRH et de dopamine dans
certains neurones du noyau arqué (Phelps, C. J. et al., 2003). Ces neurones semblent sécréter
indépendamment le GHRH ou la dopamine en fonction des besoins. L’axe lactotrope est
principalement important pour la reproduction (Davies, J. S. et al., 2004; Sonigo, C. et al.,
2012; Grattan, D. R., 2015; Triebel, J. et al., 2015). La prolactine est également nécessaire a

la lactogenese maternelle (Romano, N. ef al., 2013).

2. Fonctions neuro-neuronales de I’hypothalamus

L’hypothalamus est un centre intégrateur recevant des afférences neuronales multiples.
Outre la régulation des grandes fonctions par régulations endocriniennes, il a également une
action par voie nerveuse via le systeme végétatif. Il régule ainsi la coordination du rythme

circadien, la thermorégulation ou encore la prise alimentaire et le métabolisme.
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Le cycle circadien permet la synchronisation de 1’organisme avec I’environnement a la
fois pour la fonction biologique et comportementale (Bonnefont, X., 2010; Orozco-Solis, R.
et al., 2016). L’horloge circadienne hypothalamique coordonne I’ensemble des horloges
internes des divers tissus. L’horloge circadiennne implique les noyaux suprachiasmatiques
(SCh). Ces noyaux recoivent des afférences des nerfs optiques qui transmettent les
informations sur la luminosité ambiante et permettent ainsi un maintien de la synchronisation
avec l’environnement extérieur. Le fonctionnement de toutes horloges biologiques fait
intervenir les facteurs de transcription CLOCK (circadian locomotor output cycles kaput)

ainsi que le syst¢tme CRY/PER (cryptochrome/period).

La thermorégulation est controlée a la fois par une voie nerveuse et par une voie
endocrinienne. La voie endocrinienne régule la dépense de chaleur par I’intermédiaire de
I’axe thyréotrope qui joue un rdéle dans le métabolisme énergétique. La voie nerveuse
implique les noyaux postérieurs et les noyaux antérieurs de 1’hypothalamus. Ces noyaux
recoivent des informations afférentes des récepteurs thermiques de la peau et des visceres
(Benarroch, E. E., 2007). Les noyaux postérieurs stimulent 1’augmentation de la température
corporelle tandis que les noyaux antérieurs favorisent la dépense de chaleur. Cette premiere se

fait au niveau des tissus adipeux bruns et beiges.

La prise alimentaire et le métabolisme sont régulés par divers noyaux de
I’hypothalamus. L’intégration des niveaux circulants reflétant 1’état nutritionnel de
I’organisme de fagon directe (glycémie, acides aminés) et/ou indirecte via la leptine, 1’insuline
et la ghréline est réalisée par les neurones a NPY/AgRP (Neuropeptide Y/Agouti-Related
Protein) a role orexigene, et les neurones 8 POMC/CART (Pro-opiomelanocortine /Cocaine
and Amphetamine Related Transcript) a role anorexigene. Ces neurones qui jouent le rdle de
senseurs de I’état nutritionnel de ’individu et de satiété sont localisés dans le noyau arqué de
I’hypothalamus. Les neurones a NPY et POMC projettent tous deux dans le noyau
paraventriculaire et dorsomédian (PVN, DMH) ainsi que dans ’aire latérale hypothalamique
(LHA) (Bouret, S. G. et al., 2006). Le NPY active ses propres récepteurs Ylr et Y2r
(neuropeptide Y receptor). Les neurones a POMC sécrétent I'aMSH (a melanocyte
stimulating hormone), qui dérive du précurseur protéique POMC, et active les récepteurs

MC3-R et MC4-R (melanocortin receptor). La liaison de 'aMSH a ses récepteurs est
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Figure 20 : Controle de ’homéostasie énergétique via les neurones & NPY/AgRP et les

neurones 3 POMC/CART. Ces neurones sont respectivement a role orexigenes et

anorexigenes. Ils sont régulés entre autres par les hormones circulantes. L’insuline et la
leptine inhibent les neurones a NPY/AgRP et plus tardivement activent les neurones a
POMC/CART. La ghréline peut quant a elle activer les neurones a NPY/AgRP. Il existe une
inhibition réciproque entre ces deux populations, et différentes efférences permettant de
contrdler la prise alimentaire et le métabolisme énergétique. Abréviations : Ghsr, récepteur de
la ghréline ; Lepr, récepteur de la leptine ; Mc3r/Mc4r, récepteurs mélanocortine 3/4 ; Yr,

récepteur du neuropeptide Y. D’apres Barsh, S. G. ef al. (Barsh, G. S. et al., 2002).



directement antagonisée par I’AgRP. De plus, les neurones a NPY/AgRP et POMC/CART

peuvent directement s’autoréguler entres eux.

La ghréline sécrétée par 1’estomac stimule les neurones a NPY et donc la prise
alimentaire, tandis que ’insuline et la leptine stimulent les neurones 8 POMC et limitent la
prise alimentaire (Figure 20) (Cowley, M. A. et al., 2001; Barsh, G. S. et al., 2002). La
leptine permet une régulation sur le long terme de la prise alimentaire tandis que la glycémie,

I’insuline et la ghréline auront un effet a court terme.

En paralléle, les centres hypothalamiques régulant la prise alimentaire recoivent également
des signaux de I’estomac et du tractus digestif via le systéeme végétatif. En outre, en plus de la
régulation selon 1’état nutritionnel, il existe un controle hédonique de la prise alimentaire, qui
est également a prendre en considération. En effet, le plaisir apporté par la saveur d’un
aliment serait suffisant a induire une prise alimentaire méme en état de satiété. Les souris avec
une ablation des neurones & NPY/AgRP réalisée a I’age adulte présentent une diminution
drastique de la prise alimentaire dans le cas d’une re-nutrition aprés un jeline avec nourriture
standard (Denis, R. G. et al., 2015). En revanche, la prise alimentaire est inchangée par
rapport aux souris controles si cela est réalis€é avec une nourriture grasse et sucrée. Ces
résultats suggerent que la palatabilité de 1’alimentation pourrait réguler une prise alimentaire
indépendamment des neurones a AgRP, probablement via les neurones a dopamine situés

dans I’aire tegmentale ventrale située dans le mésencéphale.

Pour résumer, le complexe hypothalamo-hypophysaire régule les grandes fonctions de
I’organisme. Toute altération de son fonctionnement peut induire des effets délétéres notables
sur la régulation de ses fonctions, et donc sur I’émergence des pathologies. De méme, tout
défaut de mise en place du complexe hypothalamo-hypophysaire au cours du développement,
qu’il soit anatomique et/ou fonctionnel, pourrait avoir un impact sur le fonctionnement des
axes et sur I’émergence des pathologies adultes. En accord avec le concept du DOHAD
(developmental origins of health and disease), les travaux du laboratoire ont notamment mis
en évidence une émergence plus importante des pathologies a 1’dge adulte, suite a une
altération de I’alimentation postnatale précoce dans un modéle murin (Kappeler, L. ef al.,

2009). Ceci a pu €tre associé a une altération du développement et de I’activité a ’age adulte
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de I’axe somatotrope, via la signalisation IGF-1, bien connue pour étre sensible a la nutrition.
En effet, I’axe somatotrope, qui régule le métabolisme adulte et la croissance staturo-

pondérale pourrait refléter la réponse prédictive adaptative a la nutrition périnatale.
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I11. Impact d’une dénutrition périnatale

A. Impact d’une dénutrition périnatale sur la croissance

En période in utero et au cours des premieres semaines de vie chez la souris, la
croissance est majoritairement contrélée par le systeme IGF, indépendamment de 1’hormone
de croissance (Powell-Braxton, L. et al, 1993). Au cours de cette période, I'IGF-1 est
fortement contr6lé par la nutrition et notamment 1’apport protéique (Fontana, L. et al., 2008).
En ce sens, il a ét¢ montré qu’un défaut des apports nutritionnels au feetus au cours de la
gestation pouvait induire un retard de croissance intra-utérin (RCIU). De méme, la restriction
protéique induit également un RCIU. Ceci a notamment été associé avec une diminution des
taux circulants en IGF-1 (Setia, S. ef al., 2009) et une augmentation de ’lGFBP-1 dans le cas
d’une diminution de I’apport nutritionnel et de I’insulinémie (Donahue, S. P. et al., 1989; Fall,

C.H. etal., 1995; Holt, R. 1., 2002; Lewitt, M. S. et al., 2014).

Il est important de noter que la chronologie de maturation des organes est différente
entres les Hommes et le modéle murin. En effet, le modéle murin est immature a la naissance
et les organes continuent de se développer en période postnatale précoce. Ainsi la lactation
chez la souris s’apparente plus a I’environnement en fin de gestation chez 1’homme pour de

nombreux systémes.

On considére que 62% du poids de naissance résulte de 1’environnement intra-utérin,
contre 20% et 18% pour les génes maternels et paternels respectivement (Holt, R. 1., 2002).
Chez ’'Homme, le RCIU touche 3 a 7% des naissances dans les pays développés et se
caractérise par une cassure de la courbe de croissance in utero et un foetus petit pour 1’age
gestationnel (SGA, small for gestational age) (Pladys, P., Labarthe, C., 2003). L hypotrophie
est définie en France par une biométrie & 1’échographie inférieure au 10°™ percentile (Figure
21), une cassure de la courbe de croissance, un poids de naissance inférieur a 2,5kg et/ou une
taille a la naissance inférieure a 2 déviations standards (2DS) (Platz, E. et al, 2008;

Rosenberg, A., 2008).

41






On distingue deux types d’hypotrophie. L hypotrophie asymétrique qui se caractérise
par un périmetre cranien plus important par rapport au poids corporel, ce qui indique une
croissance cérébrale relativement conservée par rapport au reste du corps. Elle résulte le plus
souvent d’une pathologie vasculaire intervenue au 3°™ trimestre de grossesse ou d’une
altération de I’apport nutritionnel au cours d’une période définie. L’hypotrophie symétrique
est quant a elle caractérisée par une diminution homogeéne de la biométrie. Elle résulte
généralement d’une altération de I’apport alimentaire intervenant des le début de la grossesse

(Pladys, P., Labarthe, C., 2003; Rosenberg, A., 2008).

Les causes du RCIU peuvent étre d’origine maternelle, fcetale ou environnementale
avec une composante génétique, vasculaire, ou nutritionnelle. Les causes de RCIU sont
variables, avec pour 45% des cas une diminution des échanges feetaux maternels. Ceci induit
une diminution de I’apport maternel au feetus en nutriment et/ou en oxygene. Une diminution
des échanges est observée au cours de famine, de la prise de tabac, stress, alcool, drogue, ou
d’une vascularisation altérée au niveau du placenta. Vingt-cinq pourcents des cas sont
engendrés par des anomalies au niveau feetal (Campus National de Gynécologie Obstétrique,

C.N. G. O.F., 2006). Cependant, pour 30% des cas 1’origine reste inconnue (Leger, J.).

Les complications a court terme peuvent étre graves pour le feetus. En effet, le RCIU
augmente les risques de mort feetale et néonatale. Pour cette derniere période, on observe une
augmentation du risque d’asphyxie périnatale, d’hypertension et d’hémorragie pulmonaire,
d’hypothermie et d’altération de la glycémie a la naissance (Mclntire, D. D. et al., 1999;
Froen, J. F. et al., 2004; Rosenberg, A., 2008). Suite a un diagnostic de RCIU, si le maintien
de la grossesse ne permet plus d’améliorer la survie feetale, le déclenchement de
I’accouchement ou une césarienne peut étre réalisée. Si ’accouchement est réalisé avant 32
semaines de gestations un traitement par glucocorticoides peut étre administré afin d’assurer
la maturation des poumons du nouveau-né. A la naissance, un apport nutritionnel important
est administré afin d’assurer un maintien de la vitesse de croissance feetale optimal, avec un

retour a une taille normale et un bon développement cérébral.
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Durant les premiéres années de vie, 90% des enfants nés avec un RCIU présentent un
rattrapage de leur croissance. Seul 10% des enfants nés avec un RCIU présentent un défaut de
croissance qui persiste a 1’age adulte (Leger, J.). Les mécanismes permettant ce rattrapage de
croissance ne sont pas connus. En revanche, il a été observé qu’un rattrapage précoce de la
croissance était associé a une susceptibilité accrue de développer des pathologies de type
cardio-métabolique a 1’age adulte (Levy-Marchal, C. et al., 2004; McMillen, L. C. et al., 2005;
Beltrand, J. et al., 2008).

Le laboratoire a précédemment montré qu’une altération transitoire de la nutrition
chez la souris au cours de la lactation était associée a une altération de la croissance,
impliquant une altération de la mise en place de I’axe somatotrope, et de la susceptibilité aux
pathologies ultérieures. Ces souris présentent a 1’age adulte une altération de I’expression du
GHRH hypothalamique, des contenus hypophysaires de GH associés a une hypoplasie
hypophysaire en cellule somatotrope, et a une diminution de I’IGF-1 plasmatique. Cependant,
I’ontogenese des neurones hypothalamiques et des progéniteurs hypophysaires débute durant
la période feetale (Caqueret, A. ef al., 2006). Aussi, il est €également possible qu’une altération
de la signalisation IGF-1 durant la période de développement feetal puisse également
influencer la mise en place de I’axe somatotrope et programmer son activité ultérieure et la

croissance de I’organisme.

B. Impact d’une dénutrition en période périnatale sur I’émergence des

pathologies (DOHAD)

D’autre part, plusieurs études chez I’Homme ont permis de lier le petit poids de
naissance et le RCIU avec le développement des pathologies cardio-métaboliques ou encore
des altérations neurologiques a 1’age adulte (Hales, C. N. et al., 1992; Barker, D. J., 1995;
Barker, D. J., 1998; Roseboom, T. J. et al., 2001; Roseboom, T. et al., 2006; Olivier, P. et al.,
2007; Murray, E. et al., 2015). Ces observations ont permis d’émettre 1’hypothése d’une
programmation feetale de pathologies chroniques a 1’age adulte, ou hypothése de Barker
(Barker, D. J., 2007). Cette hypothése a ensuite ¢été affinée avec 1’énoncé du concept de

I’origine développementale de la santé et des pathologies adultes (DOHAD). Ce concept
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sous-entend que, notamment en cas d’altération de I’environnement feetal, le feetus adapte son
développement en prédiction de 1’environnement que 1’organisme prévoit d’affronter une fois
né (Hattersley, A. T. et al., 1999; Ozanne, S. E. et al., 2002; Bateson, P. et al., 2004). Les
carences in utero induisent des troubles développementaux qui peuvent étre adoucis ou
exacerbés par des adaptations fonctionnelles. Aussi, on observe que, selon les fenétres
critiques du développement des organes, I’impact de la sous-nutrition est variable en fonction
du moment de la gestation ou les carences sont présentes (Roseboom, T. et al., 2006). Cette
diversité est probablement en partie associée aux fenétres de susceptibilité des divers organes
alors en développement. En effet, la restriction alimentaire peut induire des altérations
directes de la mise en place de certains organes comme le rein par exemple (altération du
nombre de glomérule chez les RCIU). Ceci peut amener une plus grande fragilit¢ a
développer des pathologies a I’age adulte. De plus, la restriction alimentaire peut ¢galement
altérer le fonctionnement des organes par des régulations d’expression géniques, et augmente
également la susceptibilité aux pathologies. En cas de déviation entre la situation prédite in
utero et la situation postnatale réelle, la fréquence des pathologies de type cardio-métabolique
(obésité, diabete, hypertension artérielle, etc.) est accrue a 1’age adulte (Barker, D. J., 1995;
Gluckman, P. D. et al., 2004).

De maniere importante, afin de diminuer les risques de mortalit¢é précoce du
nourrisson et de sous-développement cérébral, la majorit€¢ des nouveaux nés ont acces a un
lait enrichi favorisant le rattrapage du poids théorique de naissance et leur croissance initiale
(« catch up growth ») (Karlberg, J. P. et al., 1997). Si 90% des RCIU rattrapent par la suite
une croissance normale, il a été observé qu’un retour trop rapide a un poids dans les normes
¢tait associ¢ a un risque plus important de développer une obésité précoce, avec une
répartition des graisses altérée et un phénotype de syndrome métabolique plus sévere (Ong,

K. K. et al., 2000).

1. Pathologies cardio-métaboliques et syndrome métabolique

Chez les enfants nés avec un petit poids de naissance, le risque de développer
ultérieurement un syndrome métabolique est nettement augmenté. Ce syndrome associe

plusieurs composantes : 1’obésité, 1’hypertension artérielle, le diabéte de type 2 et la.
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dyslipidémie (Gluckman, P. D. et al., 2004). En effet, on observe un risque dix fois plus élevé

pour les personnes qui présentent un poids a la naissance inférieur a 2,5kg

Différentes études ont associ¢ un faible poids a la naissance a un risque plus élevé
d’hypertension artérielle (HTA) a 1’age adulte (Roseboom, T. J. et al., 2001). Cette
hypertension a été notamment associée a une augmentation de la résistance artérielle, a 1’age
adulte, chez des enfants nés avec un RCIU (Roseboom, T. J. ef al., 2001; Vecchione, C. et al.,
2001; Vickers, M. H. et al., 2001; Holt, R. 1., 2002; Roseboom, T. et al., 2006; Khorram, O.
et al., 2007). Les enfants nés avec un RCIU présentent une diminution du nombre de
glomérules rénaux, ce qui favorise I’apparition a I’age adulte d’une protéinurie pouvant
évoluer en insuffisance rénale et une hypertension. De plus, une augmentation du risque
d’infarctus du myocarde a également été observée chez les individus nés avec un RCIU

(Barker, D. J., 1995; Menendez-Castro, C. et al., 2011).

Concernant le métabolisme glucidique chez I’Homme, le faible poids de naissance a
également ¢été associé avec un risque accru de développer un diabéte a I’age adulte
(Roseboom, T. ef al., 2006). Dans ce sens, les enfants nés avec un RCIU présentent une
diminution du nombre de cellules B des ilots de Langerhans pancréatiques et ainsi une
diminution de la sécrétion insulinique (Gatford, K. L. ef al., 2013). Ceci pourrait s’expliquer
par ’action feetale des IGFs qui stimulent le développement des cellules  pancréatiques
(Collett-Solberg, P. F. et al., 2000; van Haeften, T. W. et al., 2004). De plus, les protocoles de
réalimentation postnatale et/ou les désordres de régulation de la prise alimentaire et du
métabolisme pourraient également induire un risque accru de développer une obésité a I’age
adulte souvent associée a une résistance a I’insuline chez les enfants nés avec un RCIU (Ong,

K. K. et al., 2000; Gluckman, P. D. et al., 2004).

Des résultats similaires ont été observés chez la souris, ou une restriction au cours de la
lactation engendre une intolérance au glucose insuline dépendante a 1’age adulte (Kappeler, L.
et al., 2009). Ainsi, une dénutrition en période périnatale pourrait induire un diabete de type 2
insulinodépendant. De méme, la restriction alimentaire au cours de la lactation chez la souris
induit une HTA a 18 mois de vie. Ces souris présentent en effet une augmentation de la

pression systolique et diastolique.
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La dénutrition foetale a également été associée a des désordres métaboliques et est
corrélée chez le rat & une augmentation de 1’expression de la FAS (fatty acid synthase),
importante pour la lipogenese, et de la PEPCK (phospho enol pyruvate carboxy kinase),
importante pour la néoglycogenése, au niveau hépatique (Gicquel, C. et al., 2008). Ces
altérations sont en accord avec le concept du DOHAD et I’hypothése du PAR (réponse
prédictive adaptative), qui suggérent une adaptation du feetus a un futur environnement

nutritionnel limité.

De manicre intéressante, des études publiées ces derniéres années ont suggéré que
cette susceptibilité a développer des pathologies de type cardio-métabolique suite a un RCIU
pouvait étre transmise dans une certaine mesure aux générations suivantes. En effet, les
enfants issus de parents nés avec un RCIU présentent une augmentation de leur susceptibilité
a développer une intolérance au glucose (Gluckman, P. D. et al, 2004). De maniére
importante, il a ét€¢ observé que cette susceptibilité pouvait étre transmise en partie au moins
sur trois générations chez le rat (Benyshek, D. C. ef al., 2006; Jimenez-Chillaron, J. C. et al.,
2009). Cet effet sur plusieurs générations pourrait impliquer des mécanismes €pigénétiques

(Desai, M. et al., 2015).

2. Pathologies Neurologiques

De manicre importante, le systéme nerveux central étant en fort développement durant
la période feetale, il est également trés susceptible a I’environnement intra-utérin. Dans ce
sens, on observe chez certains enfants nés avec un RCIU une altération du développement
cortical, associée a une diminution du volume cérébral. Il a également ét€¢ observé une
hypotrophie de I’hippocampe, qui est impliqué dans la mémorisation et 1’apprentissage
(Cosmi, E. et al., 2011). Ainsi, les enfants nés avec un RCIU présentent une augmentation de
la susceptibilité a développer des atteintes sensorimotrices, sensorielles et intellectuelles, ainsi
que des difficultés d’apprentissage. Ces enfants présentent notamment un plus grand risque
d’infirmité motrice, de troubles de la coordination, de la manipulation, de 1’attention, de
comportement et d’hyperactivité. Il peut s’associer a ces différents symptomes, des troubles

visuels et auditifs (Bale, T. L. et al., 2010; Cosmi, E. et al., 2011; Murray, E. et al., 2015).
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Suite a un RCIU, surtout si associé a une prématurité, les nouveaux nés sont nourris de fagon
importante afin de limiter les impacts neurologiques. Cette nutrition importante mise en place
des que possible permet d’assurer un meilleur développement cérébral au cours de la période
postnatale. En effet, cette période sensible permet une compensation dans le développement et
la plasticité cérébrale et diminue I’impact neurologique. L’inconvénient de cette approche est
qu’en cas de trop forte alimentation, ceci se fait au détriment de la susceptibilité aux
pathologies cardio-métaboliques ultérieures (Ong, K. K. et al., 2000). A I’heure actuelle, il
n’existe toujours pas de données claires concernant les soins permettant d’allier un
développement cérébral et un fonctionnement des systémes cardio-métaboliques optimaux

chez les enfants nés avec un RCIU.

C. Effet de la nutrition périnatale sur I’hypothalamus

L’hypothalamus régule les grandes fonctions de ['organisme et est donc
particulierement d’intérét dans la programmation de la trajectoire de vie. En ce sens, plusieurs
études démontrent les effets de la nutrition périnatale sur le développement de 1’hypothalamus
(Kappeler, L. et al., 2009; Bouret, S. G., 2010; Cottrell, E. C. ef al., 2011). Ces études ont
notamment suggéré qu’une altération de la nutrition périnatale pouvait altérer la
programmation de la régulation de la prise alimentaire et du métabolisme et de 1’axe
somatotrope. Ainsi, la nutrition au cours de la lactation est essentielle a la programmation de
I’axe somatotrope. En effet, chez la souris, le changement de la taille des litieres de 6 a 10
petits par mére est suffisant pour induire une restriction alimentaire durant la période de
lactation (P1-P16) (Fiorotto, M. L. et al., 1991). Le développement de 1’axe somatotrope est
alors retarde, et est associé a une expression plus faible du GHRH a 10 jours de vie (P10)
(Kappeler, L. et al., 2009). Cette baisse d’expression lors de cette fenétre de développement
induit une hypoplasie hypophysaire permanente en cellules somatotropes et un contenu
hypophysaire en GH plus faible des P20. De plus, a partir de 40 jours, 1’augmentation
permanente du SRIH maintient I’activité de ’axe GH diminuée. Cette baisse est permanente
et s’accompagne d’une baisse cohérente des taux circulants en IGF-1 et ALS chez 1’adulte

(Kappeler, L. et al., 2009).
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Figure 22 : Role de I'IGF-1 dans la programmation de 1’axe somatotrope. En période

postnatale, la signalisation IGF-1 précoce stimule le GHRH hypothalamique, ce qui induit la
prolifération des progéniteurs des cellules somatotropes hypophysaires par la stimulation de
Pit-1. A linverse, a 1’d4ge adulte, I’GF-1 présente un rétrocontrole négatif sur ’axe

somatotrope. D’apres Kappeler, L. ef al. (Kappeler, L. ef al., 2008).



Cette programmation de 1’axe somatotrope pourrait impliquer I’IGF-1, qui aurait une action
positive au cours du développement, avant d’étre impliquée dans la boucle de rétrocontrdle
négatif de 1’axe somatotrope (Figure 22). En effet, I’étude du développement de cet axe dans
le modéle de souris hétérozygotes pour I’IGF-1R spécifiquement dans le systéme nerveux
central (SNC-Igf-1r"") indique que la signalisation IGF dans le cerveau aurait un role
essentiel. Ces souris SNC-Igf-1r"" développent un retard de croissance postnatal avec une
hypoplasie hypophysaire en cellules somatotropes, un contenu hypophysaire et une sécrétion
de GH diminués (Xu, J. et al., 2011), ainsi que des taux circulants en IGF-I, ALS et IGFBP3
plus faibles que les contrdles (Kappeler, L. et al., 2008). Les mécanismes impliqués ne sont
pour l’instant pas connus. Des études récentes du laboratoire chez les souris adultes
préalablement restreintes montrent que la dénutrition durant la période de lactation induirait
des modifications du statut épigénétique, notamment au niveau du promoteur du SRIH

(Kappeler ef al., en préparation).

La programmation des neurones hypothalamiques controlant la prise alimentaire
semble aussi fortement régulée par la nutrition, et notamment par la leptine et 1’insuline
(Bouret, S. G. et al., 2006; Vogt, M. C. et al., 2014). En effet, différentes études ont permis de
montrer le role de la leptine et de I’insuline en période périnatale sur 1’innervation des
neurones orexigene a NPY/AgRP, et des neurones anorexigene a POMC/CART. Ainsi, au
cours de la lactation, une altération des taux de leptine induirait une diminution de
I’innervation des neurones a NPY/AgRP et POMC/CART au niveau du noyau
paraventriculaire (PVN) de I’hypothalamus (Bouret, S. G. et al., 2006; Bouret, S. G. ef al.,
2007; Bouret, S. G. et al., 2008; Bouyer, K. et al., 2013). Le pic de leptine en période
postnatale précoce permettrait de stimuler la croissance axonale de ces neurones et serait donc
essentielle a leur mise en place (Bouret, S. G. et al, 2008). De maniére similaire, une
altération de I’insuline a également été associée avec un défaut d’innervation du PVN par les
neurones régulant la prise alimentaire (Vogt, M. C. et al., 2014). En outre, la ghréline,
hormone stomacale orexigéne régulée par la nutrition, a récemment €té impliquée dans le
développement du réseau de neurones hypothalamiques régulant la prise alimentaire. En effet,
I’addition de ghréline sur des cultures d’explants de noyau arqué d’hypothalamus inhibe la
croissance axonale des neurones de I’ARC. De plus, I'injection de ghréline chez les
souriceaux entre P4 et P12 diminue la densité d’innervation du noyau paraventriculaire (PVN)

par les neurones a NPY/AgRP et POMC/CART. Ces données suggerent un potentiel role de
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la ghréline dans la programmation hypothalamique des neurones régulant la prise alimentaire,
et suggerent un probable role sur la synaptogenese. Ce role serait en accord avec la forte
augmentation de la ghréline active (octanoylée) dans le sang des souriceaux en période
postnatale tardive, a partir de P14-P16 (Collden, G. et al., 2015; Steculorum, S. M. et al.,
2015).

Enfin, d’autres systémes hypothalamiques pourraient étre sensibles a la nutrition. En
ce sens, un potentiel impact de la nutrition périnatale sur le fonctionnement de 1’axe
gonadotrope a également été suggéré. En effet, une restriction alimentaire induite par
augmentation de la taille des portées chez la souris a été associée a des défauts d’innervations
au niveau des neurones GnRH par les neurones kisspeptinergiques situés dans le noyau arqué

(Caron, E. et al., 2012).

En plus de I’alimentation, d’autres ¢léments de 1’environnement périnatal semblent
également avoir un role dans les mécanismes d’adaptations de 1’organisme. En effet, des
¢tudes chez le rat ont montré qu’un faible comportement maternel caractérisé par une
diminution de la fréquence de toilettage des petits engendre une hyperactivité de 1’axe
corticotrope en réponse au stress. En effet, suite a un faible comportement maternel, les rats
présentent a 1’age adulte une augmentation du CRH hypothalamique associée a une
augmentation des concentrations plasmatiques en ACTH et en corticostérone par rapport a
celles des controles en réponse a un stress (Liu, D. ef al., 1997; Caldji, C. ef al., 1998). Cette
dérégulation est induite par une modification du rétrocontrdle hippocampique. Chez
I’Homme, on observe €galement une augmentation du risque de développer des désordres
neurologiques a 1’dge adulte comme la dépression suite a des maltraitances au cours de

I’enfance (Bale, T. L. et al., 2010).

Ce concept de programmation périnatale fait écho a des programmations observées
dans d’autres systemes comme le systtme immunitaire. En effet, la relation hote pathogene
semble aussi en partie programmable, notamment dans le cas d’une primo-infection précoce.
Ainsi, un mimétisme de primo-infection effectué avec une injection de LPS

(lipopolysaccharide) entre P7 et P28 chez le rat programme une réponse atténuée aux
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expositions ultérieures au LPS. Cette réponse atténuée serait induite par une augmentation de
I’activité des cellules immunitaire TLR4, engendrant une augmentation de ’activité de I’axe
corticotrope et donc de la synthése de glucocorticoides a réle anti-inflammatoire (Spencer, S.

J.etal.,2011).

Dans leur ensemble, ces différentes études mettent en évidence le principe de 1’origine
développementale de la sant¢ et des pathologies a 1’age adulte (DOHAD) et de la
programmation adaptatrice prédictive. Ces études indiquent que la nutrition en période
périnatale (in utero et postnatale précoce) est essentielle a la programmation des divers axes
contrdlés, notamment au niveau des neurones de 1’hypothalamus. Nous nous sommes
particuliérement intéressés aux mécanismes impliqués dans le développement de I’axe
somatotrope. Ce dernier étant un bon reflet des altérations de la trajectoire développementale
en réponse a une modification de la nutrition. Les études précédentes du laboratoire suggeérent
un impact de la nutrition sur le développement des neurones 8 GHRH, notamment via la
signalisation IGF-I. La restriction alimentaire induit également une diminution des taux
circulants de leptine et d’insuline. La suite de cette introduction présentera donc quelques
données sur le développement neuronal notamment au niveau de I1’hypothalamus, et

I’implication de ces trois facteurs/hormones.
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Figure 23 : Représentation schématique d’un neurone. On distingue le corps cellulaire et les

prolongements neuronaux comme les dendrites et 1’axone.



IV. Le développement neuronal

Le systéme nerveux est constitué de deux grands types de cellules : les neurones (10"

dans le cerveau humain) et les cellules gliales (10'? dans le cerveau humain).

Un neurone est une cellule excitable et polarisée capable de propager un courant. Un neurone
est constitué d’une structure dite réceptrice contenant les dendrites et le corps cellulaire (aussi
appelés péricaryons ou soma), d’une structure conductrice constituée de I’axone, et d’une
structure sécrétrice au niveau des synapses (Figure 23). La présence de canaux ioniques
membranaires permet de générer les potentiels d’actions des neurones. La dépolarisation d’un
neurone est engendrée par une entrée de sodium due aux canaux sodiques voltages
dépendants, la repolarisation est quant a elle induite par une sortie d’ions potassiques
engendrée par des canaux potassiques voltages dépendants. La majeure partie des axones est
entourée d’une gaine de myéline discontinue, qui assure un rdle protecteur, isolant, et qui

accroit la vitesse de transmission de I’influx nerveux.

Les cellules gliales ont quant a elles un rdle de protection et de maintien de ’homéostasie du
systéme nerveux. On distingue différents types : Les astrocytes présents dans le systéme
nerveux central (SNC), qui favorisent le controle local du milieu extracellulaire (Sofroniew,
M. V. et al., 2010). Les cellules de Schwann dans le systeme nerveux périphérique (SNP) et
les oligodendrocytes dans le SNC, qui sont responsables la myé¢linisation des axones. On
distingue également la microglie qui posséde un role essentiellement immunitaire (Waisman,
A. et al., 2015) et enfin les cellules épendymaires qui permettent la synthése de liquide

céphalo-rachidien.

A. Neurogenese

Au cours du développement feetal, une des principales étapes de la formation du
systtme nerveux central est la neurogencse. Elle désigne 1’ensemble du processus de
formation d’un neurone fonctionnel a partir d’une cellule souche neurale ou neuroblaste. Chez
le rat, la neurogenese débute a Ejos dans I’ensemble du neuroectoderme, et a Egs chez la

souris et se prolonge en période postnatale dans certaines structures du cerveau
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(Markakis, E. A., 2002; Bouret, S. G., 2010). Ce processus ne se restreint pas a la période
périnatale. En effet, le cerveau a 1’age adulte posséde une certaine plasticité neuronale
indispensable a 1’apprentissage (Nieto-Estevez, V. et al., 2016). Environ 1% de I’expression
des génes impliqués dans la neurogenese varie en fonction du sexe ou encore de la souche de
la souris, ce qui peut expliquer les différences observées entre les males et les femelles et

entre les différents fonds génétiques (Shimogori, T. ef al., 2010).

Le neurodéveloppement suit plusieurs étapes qui comprennent la prolifération et la
différenciation des cellules souches en progéniteurs neuronaux, leur migration jusqu’a leur
emplacement final, et enfin la différenciation terminale. Cette-derni¢re comprend la
dendritogenése, I’axogenése et la synaptogenese. Dans ce chapitre, nous développerons
particulierement I’action de I’IGF-1, mais aussi de la leptine et de I’insuline, trois hormones

fortement régulées par la nutrition, sur ces différentes phases de développement.

1. Prolifération, différenciation et migration neuronale

Au cours de la période neurogénique (Eos-Ej65 chez la souris), les cellules souches
neurales produisent des précurseurs neuronaux qui vont ensuite se différencier et migrer
jusqu’a leur position finale (MacKay, H. et al., 2014). En période embryonnaire, antérieure a
Eios chez la souris, la région du diencéphale se sépare des autres régions grace a I’influence
de signaux organisationnels comme les Wnts (Wingless/Integrin) et le Shh (Sonic hedgehog)
(Echelard, Y. et al, 1993; Alvarez-Buylla, A. et al., 2014; Blaess, S. et al., 2014). La
neurogenese hypothalamique débute dés Eqs chez la souris (Pelling, M. et al., 2011). Les
neurones hypothalamiques sont issus des cellules progénitrices neuronales situées dans deux
zones ventriculaires distinctes, la partic médiane et la partie ventrale du 3°™ ventricule
(Sousa-Ferreira, L. et al, 2014). La neurogenése de I’hypothalamus se fait selon une
génération de type « outside-in » (Shimada, M. et al., 1973; Caqueret, A. et al., 2006). On
distingue trois vagues de neurogenese de I’hypothalamus : la premicre génére la zone latérale,
la deuxieme la zone intermédiaire et la troisitme la zone médiane. Les autres sous-
populations hypothalamiques sont générées en période embryonnaire tardive (Ei¢s-Eiss)

incluant les cellules épendymaires et les cellules ciliées. Les tanycytes sont générés a partir de

E 55 par une différenciation d’une sous-population de cellules gliales (Maggi, R. et al., 2014).
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Figure 24 : Illustration d’une partie des grandes étapes du développement neuronal. Les

progéniteurs neuronaux présentent une extension des neurites, suivie de 1’élongation axonale
et de la mise en place de synapses, ce qui conduit a I’établissement du circuit neuronal.

D’aprés Fernandez, A. M. et al. (Fernandez, A. M. et al., 2012).



Suite a la prolifération des cellules souches, les neuroblastes se différencient en
progéniteurs neuronaux. On peut par la suite différencier les tissus neuronaux avec les
neurones labélisés par TuJl (neuron-specific B tubulin) (Memberg, S. P. et al., 1995), les
astrocytes par GFAP (glial fibrillary acidic protein) et les oligodendrocytes par le marqueur
O4. Chez la souris, la majorité des neurones du cerveau devient post-mitotiques a Ej25-Ej45
avant de migrer jusqu’a leur destination finale. La migration fait intervenir des extensions
cellulaires : les filopodes et les lamellipodes présents au niveau des neurites et composés
d’actine. Ces projections permettent d’explorer le microenvironnement et d’induire le
mouvement grace a la polymérisation de I’actine. Par la suite, le centrosome situé¢ en avant du
noyau exerce une force de traction par I’intermédiaire des microtubules sur ce dernier, ce qui

engendre la nucléokinése (Luhmann, H. J. et al., 2015).

Les neurones hypothalamiques migrent depuis la partie médiane et ventrale du 3% yentricule
afin de générer le noyau supraoptique (SON), le noyau paraventriculaire (PVN), le noyau
périventriculaire (PeV) et le noyau arqué (ARC), etc (Maggi, R. et al., 2014; Sousa-Ferreira,
L. et al., 2014). Les neurones GnRH sont quant a eux distincts puisqu’ils dérivent de cellules

précurseurs neuronales du bulbe olfactif, et rejoignent le POA par une migration tangentielle.

La neurogencse a €galement été reportée dans 1’hypothalamus adulte avec des niches
neurogéniques localisées dans la région ventro-latérale du 3™ ventricule. L identification du
type cellulaire responsable de cette neurogenése est encore débattue (Maggi, R. ef al., 2014).
Cependant, il a ét¢ montré chez la souris adulte que les tanycytes a2 peuvent proliférer et
générer des neurones, des astrocytes et d’autres sous-populations de tanycytes en réponse au

FGF (fibroblast growth factor) (Robins, S. C. et al., 2013).

2. Développement de I’arborisation dendritique et croissance axonale

Lorsque le neurone est arrivé a destination, la migration neuronale est stoppée et le
progéniteur finalise sa différenciation. La maturation neuronale comprend notamment
I’extension des neurites, la polarisation de 1’axone et son extension, puis la formation de
synapses pour ainsi créer un réseau neuronal fonctionnel (Figure 24) (Fernandez, A. M. et al.,

2012).
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Figure 25 : Représentation schématique de la croissance axonale. A la périphérie du cone de
croissance, les filaments d’actines polymérisent vers les extrémités (A) mais sont
dépolymeérisé€s au niveau central par la myosine (B). Celle-ci induit ainsi un flux rétrograde et
bloque I’avancée des microtubules. Certains signaux peuvent supprimer ce flux rétrograde
(C), et ainsi permettre la progression du cone de croissance (D) et la polymérisation des

microtubules (E). D’apres Goldberg, J. L. (Goldberg, J. L., 2003).



La polarisation de I’axone est une étape cruciale. Initialement, on distingue les neurites
qui correspondent a des prolongements cytoplasmiques du corps cellulaire, et toutes les
neurites ont le potentiel de devenir un axone. Au cours de leur croissance, I’'une des neurites
se développe plus que les autres et forme 1’axone. Les autres neurites deviennent les dendrites
(Ramon y Cayal, S., 1890; Bradke, F. et al., 2000). Cette polarisation d’une neurite en axone
semble notamment impliquer la famille des Rho GTPases mais également une isoforme
particuliere du récepteur aux IGFs, I'lGF-1Rg,. (Bernis, M. E. et al., 2013; Dupraz, S. et al.,
2013).

La croissance de 1’axone implique une synthése protéique somatique, mais également
une synthese protéique locale le long de I’axone, ou 1’on détecte du réticulum endoplasmique
ainsi que des ribosomes (Goldberg, J. L., 2003). La croissance axonale fait intervenir la
synthése du cytosquelette du neurone, avec la présence de microtubules au niveau de 1’axone
jusqu’au début du cone de croissance, et la présence dans ce dernier de filaments d’actine. La
croissance axonale a lieu majoritairement a 1’extrémité de 1’axone, au niveau du cone de
croissance. La croissance axonale requiert la coordination de ’expression génique dans le
soma, de la traduction locale de protéines dans I’axone, du transport antérograde nécessaire a
la croissance axonale et de I’assemblage du cytosquelette et des membranes dans le cone de
croissance (Liu, C. M. et al., 2012). Dans le domaine périphérique du cone de croissance,
incluant les filopodes et les lamellipodes riches en actine, les filaments d’actine polymérisent
vers les extrémités, mais sont dépolymérisés au niveau central par la myosine, ce qui
engendre un équilibre et donc pas d’avancée nette du cone de croissance (Figure 25)
(Goldberg, J. L., 2003). La myosine induit un flux rétrograde et bloque 1’avancée des
microtubules. Certains signaux peuvent supprimer ce flux rétrograde et ainsi permettre la
progression du cone de croissance. De plus, I’absence de flux rétrograde permet aux
microtubules de polymériser et ainsi d’étendre [’axone. Ainsi, la balance entre la

polymérisation antérograde et la rétractation rétrograde détermine la progression de I’axone.

Une grande variété de signaux extracellulaires a été¢ impliquée dans la croissance axonale. Les
signaux les plus reconnus sont le NGF (nerve growth factor), le BDNF (brain-derived
neurotropic factor), la NT-3 (neurotrophin -3) et la NT-4/5 (neurotrophin-4/5) (Goldberg, J.

L., 2003). Grace a I’utilisation des chambres de Campenot, permettant la séparation du milieu
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Figure 26 : Représentation schématique du réle de I'IGF-1 au cours de la neurogenése

postnatale. L’IGF-1 a une action sur la prolifération, la différenciation, la migration
neuronale, le développement des dendrites et des axones. Son action est dépendante de la sous
population neuronale. Abréviations: 3V, 3% ventricule ; DG, gyrus denté; HT,
hypothalamus ; OB, bulbes olfactifs ; RMS, courant de migration rostrale ; SVZ, zone sous-

ventriculaire. D’apres Nieto-Estevez, V. ef al. (Nieto-Estevez, V. et al., 2016).



au niveau du soma et de 1’axone, il a ainsi été montré que ces facteurs neurotrophiques
agissent au niveau du cone de croissance, majoritairement par 1’activation des voies
PI3K/AKT et MAPK (Atwal, J. K. et al., 2000).Ces voies régulent respectivement la synthése

de protéine et I’activité transcriptionnelle.

B. Role de ’IGF-1 dans la neurogeneése

Les données actuelles suggerent que I'IGF-1 est un des facteurs essentiels au
développement correct du cerveau et est extrémement pléiotrope. Son récepteur I’IGF-1R est
fortement exprimé dans le cerveau des le développement feetal. On le retrouve notamment
dans le cortex, I’hippocampe, le cervelet, I’hypothalamus et la moelle épiniere (Fernandez, A.
M. et al, 2012). Globalement, il a ét¢ impliqué dans toutes les phases du neuro-
développement, ainsi que dans la stimulation de la myélinisation (Netchine, 1. et al., 2011)
(Joseph D'Ercole, A. et al., 2008). Ainsi, 'IGF-1 a été impliqué dans la prolifération, la
différenciation, la migration neuronale, ainsi que dans la mise en place des dendrites et la
croissance axonale (Figure 26) (Nieto-Estevez, V. et al., 2016). Néanmoins, 1’absence de
reproduction a I’identique des divers effets de I’IGF-I selon les modeles cellulaires utilisés
laisse a penser que I’IGF-1 pourrait présenter des effets dépendants de la sous-population

neuronale. Ces points seront développés ci-dessous.

La prolifération des progéniteurs neuronaux est une €tape importante dans les phases
précoces du développement du SNC. De nombreuses études ont démontré que I'IGF-1
stimule la prolifération des cellules neurales in vitro et in vivo par I'intermédiaire de son
récepteur IGF-1R qui active les voies de signalisations PI3K/AKT et MAPK (Vicario-Abejon,
C. et al., 2003; Otaegi, G. et al., 2006; Yuan, H. et al., 2015; Nieto-Estevez, V. et al., 2016).
Cette action a été confortée par des approches génétiques. Ainsi, les souris Igf-1r"" présentent
une diminution de 38% du poids du cerveau et des contenus en myéline (Beck, K. D. et al.,
1995). De méme, les souris mutantes pour I’'lGF-1R (Igf-1 r 7) spécifiquement au niveau des
neurones présentent une microcéphalie a la naissance (Kappeler, L. ef al., 2008; Fernandez,
A. M. et al., 2012). A linverse, les souris sur-exprimant ’IGF-1 de manicre ubiquitaire

présentent une augmentation de 55% du poids du cerveau, de la taille et du nombre des

55






cellules, ainsi qu’une augmentation de 130% des contenus en myéline, en raison d’une
activité accrue des oligodendrocytes (Carson, M. J. et al., 1993). De manicre similaire, les
souris sur-exprimant I’IGF-1 au niveau du cerveau, sous le contrdle du promoteur Nestin,
actif dans les progéniteurs neuronaux, présentent une augmentation de la taille du cerveau dés
18 jours de vie embryonnaire (Ess5) (Hodge, R. D. et al., 2004; Popken, G. J. et al., 2004).
L’étude des mécanismes sous-jacents suggere que I’IGF-I induirait une augmentation de la
vitesse du cycle cellulaire via une diminution de la durée de la phase G1 (Hodge, R. D. et al.,
2004; Popken, G. J. et al., 2004). Au niveau de I’hypothalamus particuliérement, des études
indiquent que I’IGF-1 peut également stimuler la neurogenése. En effet, 1’addition d’IGF-1 in
vitro sur des cultures cellulaires issus d’hypothalamus embryonnaire de rat (E;¢5) engendre
une augmentation de la prolifération cellulaire (Torres-Aleman, 1. et al, 1990; Torres-
Aleman, I. et al., 1990; Perez-Martin, M. et al., 2010).De plus, une injection d’IGF-1 par voie
intra-cérébroventriculaire (icv) chez le rat adulte est capable d’induire une augmentation du
nombre de neurones et de cellules gliales au niveau de 1’hypothalamus, labélisés par un
marquage BrdU (Perez-Martin, M. et al., 2010; O'Kusky, J. et al., 2012). Ces données
indiquent un role de I’IGF-I qui se maintient apres le développement et qui touche a la fois la
prolifération des progéniteurs neuronaux et des cellules gliales. De plus, ces données

suggerent que I’IGF-I pourrait favoriser la différenciation neuronale.

Dans ce sens, plusieurs études ont montré par des approches in vitro et in vivo que le systéme
IGF-1/IGF-1R permettait également de réguler la différenciation des neurones issus des
cellules souches neuronales au cours du développement de 1’embryon ainsi que dans le
cerveau adulte (SVZ (zone sous ventriculaire) et SGZ (zone sous granulaire) du gyrus denté
de I’hippocampe qui constituent les niches neurogéniques). Cette régulation se ferait
majoritairement par la voie PI3K/AKT (O'Kusky, J. R. ef al., 2000; Otaegi, G. et al., 2006;
Carlson, S. W. et al., 2014; Yuan, H. et al., 2015; Nieto-Estevez, V. et al., 2016). Aussi, en
parallele de la différenciation des neurones, I’étape de migration des progéniteurs vers leur
destination finale est cruciale pour le fonctionnement du systéme nerveux. De multiples
facteurs peuvent étre impliqués dont I'IGF-1. En effet, I’'IGF-1 permet de stimuler la
migration neuronale in vitro dans les cultures de neuroblastomes (Russo, V. C. et al., 2005;
Nieto-Estevez, V. et al., 2016). De plus, des données issues de cultures primaires d’explants
de souris Igf—l'/ " agées de 5 jours (P5) ont suggéré que I’IGF-1 serait impliqué dans la

migration des neuroblastes de la zone sous-ventriculaire de I’hippocampe (SVZ) vers les
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bulbes olfactifs. L’étude des voies de signalisations qui pourraient étre impliquées dans ces

effets suggere un role primordiale de la voie PI3K/AKT (Hurtado-Chong, A. et al., 2009).

Enfin, les derniéres étapes de la maturation neuronale, qui permettent la mise en place
de la connectivité du réseau neuronale, impliquent la dendritogenése, 1’axogenese, et la
synaptogenese. Plusieurs études ont suggéré un role de I’'IGF-1 dans ces différentes étapes
ainsi que dans la chimio-attraction (Fernandez, A. M. et al., 2012; Nieto-Estevez, V. et al.,
2016). Dans ce sens, I’'IGF-1 a été associé a I’augmentation de la taille et de la complexité de
I’arborisation dendritique in vitro. En effet, le traitement des cellules pyramidales de cortex
issues de rats agés de 10 jours par de 'IGF-1 montre une augmentation du nombre de
dendrites ainsi que de leur taille (Niblock, M. M. et al., 2000). Cette stimulation de
I’arborisation dendritique est également observée dans les cultures d’hippocampe de rat (E;95)
et de cellules de neuroblastomes humains (Kim, B. et al., 1997; Jaworski, J. et al., 2005). Cet
effet semble dépendant des voies PI3K/AKT (Jaworski, J. et al., 2005) et MAPK (Kim, B. et
al., 1997).

De plus, comme dit précédemment, plusieurs études démontrent in vitro que I’IGF-1
est essentiel a la détermination de 1’axone au cours des premicres phases de différenciation
neuronale (Pfenninger, K. H. ef al., 2003). Cette polarisation de 1’axone se visualise par une
expansion de la membrane plasmique au niveau du cone de croissance par I’intermédiaire de
I'isoforme IGF-1Rpe. qui est fortement enrichie au niveau des cOnes de croissance
(Pfenninger, K. H. ef al., 2003; Laurino, L. ef al., 2005; Sosa, L. et al., 2006). Au cours des
phases plus tardives du développement neuronal, I’'IGF-1R a été impliqué dans le contréle du
guidage axonal au niveau du bulbe olfactif. L’IGF-1 semble ainsi présenter un effet chimio-
attractif sur certains types neuronaux (Scolnick, J. A. et al., 2008). En effet, les souris Igf-1 ¥
présentent dés E;ss une altération de I’innervation du bulbe olfactif. Ce défaut d’innervation
n’impacterait pas la croissance axonale et serait principalement dii a une altération du guidage
axonale. L’étude de Scolnick et al. suggere que ’effet de ’'IGF-1 sur la chimio-attraction

semblerait dépendant de la voie de signalisation PI3K/AKT (Scolnick, J. A. et al., 2008).
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Concernant la croissance axonale, ’IGF-1 a également été associé in vivo et in vitro
avec une stimulation de celle-ci dans certaines sous-populations neuronales comme les
motoneurones corticospinaux (Ozdinler, P. H. et al., 2006). Chez le rat adulte, il a é¢galement
été démontré que I’IGF-1 peut induire une régénération des axones par une stimulation de la
croissance axonale de certains neurones suite a une 1ésion de la moelle épiniére (Hollis, E. R.,
2nd et al., 2009). Cependant certaines sous-populations neuronales ne semblent pas présenter
la méme sensibilité¢ a I’IGF-1 pour la croissance axonale. En effet, dans I’étude de Hollis,
I’IGF-1 n’impacte pas la croissance axonale des motoneurones corticospinaux a la différence
de I’é¢tude de Ozdinler (Ozdinler, P. H. et al., 2006; Hollis, E. R., 2nd et al., 2009). Enfin,
I’IGF-1 n’est semble-t-il pas impliqué dans la croissance axonale des neurones olfactifs in
vivo et in vitro (Scolnick, J. A. et al., 2008). Ainsi, la sensibilité¢ des neurones a la croissance
axonale induite par I’IGF-1 semble varier en fonction de la sous-population neuronale. Enfin,
I’IGF-1 a également été associé in vivo a la synaptogenése des neurones du gyrus denté de

I’hippocampe (O'Kusky, J. R. et al., 2000; Carlson, S. W. et al., 2014).

Il est également a noter que I’IGF-1 est bien connu pour son rdle global sur la survie
cellulaire. En accord avec cela, I'lGF-1 apparait important pour la survie neuronale via son
role anti-apoptotique, observé in vivo et in vitro. Il apparait comme un facteur important pour
la survie des progéniteurs neuronaux, des cellules corticales, des motoneurones, des cellules
de Purkinje et des neurones des bulbes optiques, en période prénatale et postnatale précoce
(Popken, G. J. et al., 2004; Otaegi, G. et al., 2006; Nieto-Estevez, V. ef al., 2016). Ce role de
I’IGF-1 sur la survie neuronale semble notamment dépendant de la voie PI3K/AKT (Bonni,
A. et al., 1999; Brunet, A. et al., 2001). De maniére importante, le réle de I'IGF-1 sur la
survie va au dela de la période de neurogenese et du développement cérébral car il semble Etre
maintenu chez 1’adulte. En effet, il a notamment été suggéré que I’lGF-1 pourrait prévenir la
mort cellulaire observée dans les maladies neurodégénératives. En effet, I’injection d’IGF-1
chez les patients atteints d’ataxie semble stabiliser la progression de la maladie (Arpa, J. et
al., 2011). De méme, plusieurs études démontrent le role bénéfique de I’IGF-1 dans la
maladie d’Alzheimer (Duron, E. et al., 2012; Fernandez, A. M. et al., 2012; Dupraz, S. et al.,
2013; Nieto-Estevez, V. et al., 2016). Cependant, certaines études semblent suggérer que
I’IGF-1 pourrait promouvoir la production d’amyloides B et que I’invalidation de I’'IGF-1R
dans les neurones, dans des modeles de souris Alzheimer, diminuerait la présence de plaques

amyloides B et favoriserait la mémoire spatiale de ces dernieres (Gontier, G. et al., 2015). Ces
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Figure 27 : Représentation de 1’action neuro-développementale de la leptine sur le cerveau.

Au cours de la période périnatale, la leptine est requise pour le développement correct de
certaines zones du cerveau en régulant la neurogenese et la maturation des neurones. De plus
a I’age adulte la leptine peut affecter la plasticité du cerveau en entrainant des réarrangements
synaptiques au niveau hypothalamique et en influengant la prolifération cellulaire au niveau

de ’hippocampe. D’apres Bouret, S. G. (Bouret, S. G., 2010).



résultats contradictoires pourraient suggérer que [’action de I’IGF-1 serait en partie
dépendante du contexte. En effet, avant le développement des plaques amyloides, la
diminution de I'IGF-1 semble é&tre neuroprotectrice. Cependant, I’IlGF-1 deviendrait

bénéfique apres le début de la maladie (Fernandez, A. M. et al., 2012).

C. Role de 1a leptine dans la neurogenése

La leptine a également été impliquée dans plusieurs phases de neurodéveloppement au
niveau de trois zones distinctes du cerveau : le cortex, 1’hippocampe et enfin 1’hypothalamus

(Figure 27) (Bouret, S. G., 2010; Cottrell, E. C. et al., 2010). En effet, les souris déficientes

ob/ob db/db)

en leptine (Lep™ ™) ainsi que les souris déficientes pour le récepteur a la leptine (Lepr

présentent des cerveaux plus petits a la naissance (Ahima, R. S. et al., 1999). Le récepteur a la
leptine est abondamment exprimé dans le cortex en période périnatale et les souris lep®®®
présentent une diminution du nombre de neurones corticaux deés 16 jours embryonnaire
(Ei65). Une injection de leptine a E 45 chez ces souris rétablit la prolifération des neurones
corticaux. La leptine permettrait donc de stimuler la prolifération des neurones du cortex chez
I’embryon (Udagawa, J. et al., 2006; Bouret, S. G., 2010). De plus, la leptine a été
directement associée avec la neurogenese de I’hippocampe adulte in vitro et in vivo,
notamment via la stimulation de la prolifération cellulaire au niveau du gyrus denté. Cette
action semblerait passer par 1’intermédiaire des voies JAK/STAT et PI3K/AKT (Garza, J. C.
et al., 2008). L’action de la leptine semble étre directe au niveau du cerveau, puisque la
délétion du récepteur a la leptine au niveau des neurones spécifiquement résulte en un

, L : db/db
phénotype identique aux souris Lepr

(Cohen, P. et al., 2001). De plus, la leptine a été
impliquée dans la morphologie des neurones de I’hippocampe. En effet, O’Malley et ses
collégues ont montré in vitro que I’addition de leptine sur des cultures de neurones
hippocampiques de rats néonataux stimulait la densité des dendrites et la migration neuronale

(O'Malley, D. et al., 2007).

La leptine a également été associée avec la croissance axonale des neurones

hypothalamiques régulant la prise alimentaire en période périnatale (Bouret, S. G. et al., 2006;

ob/ob

Bouret, S. G., 2010). En effet, les souris mutantes Lep présentent un défaut de la densité
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d’innervation des noyaux paraventriculaires (PVN) par les neurones a NPY/AgRP et
POMC/CART de maniére permanente (Bouret, S. G. ef al., 2004). De méme, les rats Zucker
déficients pour le récepteur de la leptine (fa/fa rats) présentent également un défaut
d’innervation du PVN par les neurones a NPY et POMC (Bouret, S. G. et al., 2007; Bouret, S.
G. et al, 2008; Kirk, S. L. et al., 2009). Les cultures d’explants de noyaux arqués de
I’hypothalamus montrent une croissance axonale augmentée d’environ 2.5 fois pour les
neurones a NPY et POMC suite a un traitement par la leptine pendant 36 heures (Bouret, S.
G. et al., 2008). L’injection de leptine in vivo en période postnatale précoce sur les souris
Lepob/Lepob permet un sauvetage phénotypique et restaure la densité d’innervation du PVN
(Bouret, S. G. et al., 2004). 11 est important de noter que I’administration de leptine a I’age
adulte chez ces souris ne permet pas de rétablir une innervation correcte du PVN. De plus, au
sein de la population de neurones a NPY/AgRP du noyau arqué des données suggérent une
sensibilité¢ différente a la leptine en fonction de la cible d’innervation (Bouyer, K. et al.,
2013). Cependant, il semble que I’injection a 1’age adulte puisse engendrer une modification
de I’organisation synaptique entres les neurones a NPY et POMC et rétablirait en partie
I’excitabilité des neurones a8 POMC (Pinto, S. et al., 2004). Ces données suggerent que la
leptine pourrait également réguler la plasticité neuronale (Bouret, S. G., 2010). Dans ce sens,
il a également ét€¢ montré ex vivo que la leptine pouvait étre nécessaire a la mise en place des
synapses de I’hippocampe en période néonatale par 1’intermédiaire de la voie des MAPK

(O'Malley, D. et al., 2007; Bouret, S. G., 2010).

D’autres populations neuronales semblent également sensibles a la stimulation de la
croissance axonale par la leptine. En effet, la leptine a été suggérée comme impliquée dans la
croissance axonale des neurones a kisspeptine situés dans le noyau arqué et impliqués dans la
régulation de I’axe gonadotrope (Caron, E. et al., 2012). Ainsi, une altération de la nutrition
au cours de la période postnatale précoce (lactation) chez la souris engendre un défaut
d’innervation par les neurones a kisspeptine situés dans I’ARC, sur les neurones GnRH et

ainsi un retard de 1’age de la puberté. De manicre cohérente, les souris LepOb/ ob

présentent un
retard de puberté et sont infertiles, en revanche, 1’administration de leptine aux souris WT
juvéniles engendre une puberté précoce (Chehab, F. F. et al, 1997). Les neurones a
kisspeptine semblent ainsi établir le lien entre fertilité et statut nutritionnel (Hameed, S. et al.,
2011). De méme, la croissance axonale in vitro des neurones corticaux est stimulée de trois

fois en présence de leptine (Bouret, S. G., 2010). La stimulation de la croissance axonale par
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la leptine semble impliquer les voies de signalisations MAPK et PI3K/AKT mais pas
JAK/STAT (Valerio, A. et al., 2006; Bouret, S. G., 2010). Ces résultats démontrent donc
I’importance de la leptine sur la croissance axonale des neurones du noyau arqué, comprenant
notamment les neurones régulant la prise alimentaire, les neurones kisspeptinergiques, ainsi

que la croissance axonale des neurones corticaux.

D. Role de ’insuline dans la neurogenese

Les études sur le role de I’insuline au niveau de la neurogenése semblent indiquer un
impact plus limité. L’implication de I’insuline dans le neurodéveloppement apparait
particuliérement importante pour la survie cellulaire. En effet, 1’addition d’insuline a des
cultures neuronales in vitro permet d’améliorer la survie neuronale, et ce sans effet dose-
dépendant (Rhee, Y. H. et al, 2013). Ainsi, les milieux de culture sont réguliérement
supplémentés avec de I’insuline afin d’assurer une viabilité neuronale (Rhee, Y. H. ef al,
2013). Cet effet semble également dépendant de la voie PI3K/AKT. In vivo, I’insuline semble
¢galement jouer un rdle neuroprotecteur. En effet, certains essais cliniques montrent qu’une
administration intra-nasale d’insuline permet de maintenir la mémoire des patients atteints

d’Alzheimer (Craft, S. et al., 2012).

En revanche, I’insuline ne semble pas étre impliquée dans la prolifération des cellules
neurales. Ainsi, ’ablation du récepteur a I’insuline spécifiquement au niveau neuronal
n’entraine pas d’altération du poids du cerveau ou de sa morphologie dans le modéle murin
(Bruning, J. C. et al., 2000). En outre, il a ét¢ montré que I’insuline permet de stimuler in
vitro la différenciation neuronale des cellules progénitrices neurales, par 1’intermédiaire de la

voie PI3K/AKT (Han, J. et al., 2008).

L’insuline a également ét¢ impliquée dans la morphogeneése des neurones. Elle a
notamment ét¢ montrée comme stimulant la mise en place des dendrites in vitro dans les
cultures primaires d’hippocampe, par I’intermédiaire de ’activation de la voie PI3K/AKT

(Lee, C.C.etal., 2011).
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Enfin, le role de I’insuline sur la croissance axonale des neurones régulant la prise
alimentaire a également été suggéré par 1’équipe de Briining. Leur étude indique que suite a
un régime riche en lipides (High Fat Diet) de la mére en période périnatale, les souriceaux
présentent une fois a 1’age adulte un défaut d’innervation des noyaux paraventriculaires
(PVN) et de ’aire latérale de I’hypothalamus (LHA) par les neurones a NPY et POMC (Vogt,
M. C. et al., 2014). Ces résultats suggerent un potentiel role de 1’insuline dans la régulation de
la croissance axonale de ces neurones (Vogt, M. C. et al., 2014). Les récepteurs a I’insuline et
a I’IGF-1 ainsi que les voies de signalisations étant trés proches, ces deux hormones

pourraient avoir des effets partagés sur la survie et la différenciation des neurones.
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V. Objectifs de la these

Notre équipe a précédemment montré que la nutrition au cours de la période postnatale
précoce programme [’activité de 1’axe somatotrope a 1’age adulte (GH/IGF-1). En effet, une
restriction alimentaire transitoire en période postnatale précoce au cours de la lactation (1* au
16°™ jour de vie) induit une diminution des taux plasmatiques des hormones nutritionnelles
IGF-1, leptine et insuline des les premiers jours de vie, et altére la croissance des souriceaux
de manieére permanente (Kappeler, L. et al., 2009). Cette altération permanente de la
croissance est associée a des taux adultes d’IGF-1, d’ALS et des contenus hypophysaires en
GH diminués, et est également associé¢ a une augmentation de la susceptibilité des souris a
développer des pathologies cardio-métaboliques a 1’age adulte (Kappeler, L. et al., 2009). Ces
observations sont en accord avec le concept de 1’origine développementale de la santé et des
pathologies adultes (DOHaD). Cette programmation postnatale précoce de la croissance et de
I’axe somatotrope semble particuliecrement impliquer les IGFs. En effet, les souris
hétérozygotes pour ’IGF-1R au niveau du systéme nerveux central (SNC-Igf-1 ") présentent
le méme phénotype de croissance que les souris restreintes. Une partie de cette
programmation implique une diminution transitoire de I’innervation de I’éminence médiane
par les neurones a GHRH a 10 jours de vie. Cette altération est associée a une hypoplasie
hypophysaire en cellules somatotropes permanente des 20 jours de vie (Kappeler, L. ef al.,

2008).

L’objectif de ma theése a été d’étudier I’impact de la nutrition périnatale sur la mise en
place de I’axe somatotrope. Le défaut transitoire d’innervation de 1’éminence médiane par les
axones des neurones a GHRH étant crucial dans ’induction de I’hypoplasie en cellules
somatotropes, je me suis focalisée sur ce point. Le premier objectif de ma thése a donc été
d’étudier les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la régulation du
développement des neurones 8 GHRH par la nutrition durant la lactation, et plus précisément
d’étudier I’'impact de I’IGF-1. Pour cela, nous avons réalisé des cultures in vitro d’explants de

noyaux arqués d’hypothalamus issus de souriceaux agés de 7 jours.
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Dans un deuxieéme temps, j’ai étudié I’impact de deux autres hormones fortement régulées par
la nutrition : la leptine et I’insuline. En effet, suite a une restriction alimentaire, les souris
présentent une diminution des taux plasmatiques en leptine et en insuline a 10 jours de vie
(Kappeler, L. et al., 2009). De plus, ces hormones ont notamment €té associées avec
I’innervation des neurones régulant la prise alimentaire localisés dans le noyau arqué et
pourrait donc également étre impliquées dans la programmation des neurones a GHRH

également localisés dans I’ARC (Bouret, S. G. ef al., 2004; Vogt, M. C. et al., 2014).

Enfin, j’ai initi¢ 1’é¢tude d’une dénutrition durant la période feetale sur la mise en place de

I’axe somatotrope afin de déterminer 1’étendue de la fenétre de programmation de cet axe.
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Etude de ’'impact de I’alimentation postnatale précoce sur
la mise en place de I’axe somatotrope

I

Article:

IGF-1 Induces GHRH Neuronal Axon Elongation in Response to
Nutrition during Early Postnatal Life in Mice.

66






Contexte :

La nutrition en période postnatale précoce, durant la lactation, programme 1’activité de
I’axe somatotrope (GH/IGF-1). Celui-ci contrdle le développement staturo-pondéral postnatal,
et joue également un réle important dans la régulation du métabolisme a 1’age adulte. Ainsi,
une modification de la nutrition au cours de cette période altére de fagon permanente la
croissance des souris et favorise ¢galement 1’émergence des pathologies de type cardio-
métabolique a I’age adulte (Kappeler, L. et al., 2009). En effet, la restriction nutritionnelle en
période postnatale précoce engendre une diminution des taux plasmatiques en IGF-1 ainsi
qu’une hypoplasie hypophysaire en cellules somatotropes a partir de 20 jours de vie chez la
souris (Kappeler, L. et al., 2009). Cette hypoplasie semble étre induite par la baisse de
I’expression a 10 jours de vie de PIT1, sous le controle du GHRH, et qui permet la
prolifération et la différenciation des cellules somatotropes. Cette modification du
développement de 1’axe somatotrope passerait par la signalisation de I'IGF-1. En effet, la
souris Igf-1 ¥ spécifiquement au niveau du cerveau présente un phénotype similaire
(Kappeler, L. et al., 2008). De plus, il a pu étre observé chez ces derniéres un défaut
transitoire d’innervation de 1’éminence médiane par les neurones a8 GHRH a 10 jours de vie
(Kappeler, L. et al., 2008). Ces données indiquent que la programmation de 1’axe somatotrope
par la nutrition postnatale précoce impliquerait fortement la signalisation IGF-1, et suggerent

qu’un des mécanismes cruciaux se situe au niveau du développement des neurones a GHRH.

Objectif :

L’objectif de cette étude est de comprendre I’impact de la nutrition sur la mise en
place des neurones a GHRH, et plus particulicrement le role de I’IGF-1. Cette étude a été
menée sur des souris C57 Bl/6J GHRH-eGFP. Nous avons donc tout d’abord vérifié le
maintien du phénotype induit par la restriction alimentaire au cours de la lactation sur ce fond
génétique, puisque les précédents résultats avaient été obtenus sur le fond génétique C57
Bl/6J x 129/SvPas (Kappeler, L. et al., 2009). L’IGF-1 étant un facteur prolifératif et anti-
apoptotique bien connu, nous avons étudi¢ par la suite si la diminution des taux d’IGF-1
engendrée par une restriction alimentaire induisait une altération du nombre de neurones a
GHRH. D’autre part, I’IGF-1 ayant des fonctions bien décrites sur la neurogenéese au cours du
développement, nous avons également étudié le role de I’IGF-1 sur la croissance axonale des

neurones a GHRH.
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Figure 28 : Immunomarquage des neurones a GHRH de cerveaux de souriceaux GHRH-

eGFP agés de 7 jours normalement nourris selon différents plans de coupes. Marquage des

neurones a GHRH par un anticorps anti-GFP (vert (A. — C.)), neurofilament (rouge (A. et
B.)), et une coloration nucléaire au Dapi (bleu (A. — C.)) sur des coupes au cryostat réalisées
selon différents plans : coupe coronale (A.), coupe sagittale (B.) et coupe transversale (C.).

Représentation du trajet supposé des neurones a GHRH (D).



Pour mener cette étude, nous avons utilisé¢ des souris C57 BI/6J GHRH-eGFP (Balthasar, N.
et al., 2003). A la naissance, la taille des portées a été normalisée pour avoir des portées de 6
ou 10 petits par mére afin d’induire respectivement une nutrition normale ou restreinte au
cours de la lactation, sans induire le stress d’une séparation maternelle prolongée (Fiorotto,
M. L. et al., 1991; Caldji, C. et al., 1998). Afin de pouvoir étudier un éventuel réle de la
nutrition sur la croissance axonale des neurones 8 GHRH, nous avons réalisé¢ dans un premier
temps des coupes de cerveaux selon différents plans de coupes afin de tenter de suivre les
axones des neurones a GHRH (Figure 28). Il est extrémement difficile de suivre les axones
des neurones a GHRH quel que soit le plan de coupe utilisé. En effet, nous avons observé que
les neurones & GHRH localisés dans le noyau arqué semblaient innerver la base de 1’éminence
médiane depuis le plancher du troisiéme ventricule, mais pas de mani¢re directe (Figure 28
A). La coupe sagittale suggérait également que ces neurones semblaient innerver I’EM par le
plancher du 3°™ ventricule, et en arrivant de maniére dorso-postérieure (Figure 28 B). La
coupe transversale confirmait 1’arrivée postérieure des axones GHRH positifs et suggérait
¢galement une arrivée latérale (Figure 28 C). Ainsi, nos résultats soumettent donc I’idée que
les axones des neurones a GHRH du noyau arqué innervent I’éminence médiane au niveau
ventral par une boucle dorso-postérieure (Figure 28 D). Cette boucle dorso-postérieure rend

ces axones tres difficiles a suivre in vivo.

Aussi, afin de tester le role de I’'IGF-1 sur la croissance axonale, nous avons réalisé
des cultures in vitro d’explants de noyau arqué d’hypothalamus micro-disséqués a partir de
cerveaux de souriceaux agés de 7 jours normalement nourris, selon la technique mise en place
au laboratoire par Erik Mire (Lopez-Bendito, G. et al., 2006; Mire, E. et al., 2012). A la suite
d’un traitement par I’'IGF-1 durant 24H, différentes immuno-histochimies ont été réalisées
afin de marquer tous les neurones du noyau arqué par un marquage neurofilament (NF), et les
neurones a GHRH par un marquage GFP, ou les neurones a NPY/AgRP par un marquage
AgRP. La longueur des axones a ensuite ét¢ mesurée en condition basale et traitée. De plus,
afin de déterminer si la diminution d’IGF-1 observée chez les souriceaux restreints induisait le
défaut d’innervation de I’éminence médiane par les axones des neurones a GHRH, j’ai mesuré
la croissance axonale selon la méme méthode sur des explants issus de souriceaux restreints.
Ces données sont rassemblées dans ’article « IGF-1 Induces GHRH neuronal Elongation in

response to Nutrition during early postnatal life in Mice » en cours de soumission.
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Abstract

Nutrition during the perinatal period programs body growth. Growth hormone (GH) secretion
from the pituitary regulates body growth and is controlled by Growth Hormone Releasing
Hormone (GHRH) neurons located in the arcuate nucleus of the hypothalamus. We observed
that dietary restriction during the early postnatal period (i.e. lactation) in mice influences
postnatal growth by permanently altering the development of the somatotropic axis in the
pituitary gland. This alteration is due to the lack of GHRH signaling during this critical
developmental period. Indeed, underfed pups showed decreased insulin-like growth factor I
(IGF-I) plasma levels, which are associated with lower innervation of the median eminence
by GHRH axons at 10 days of age relative to normally fed pups. IGF-I preferentially
stimulated axon elongation of GHRH neurons in in vitro arcuate explant cultures from 7 day-
old normally fed pups. This IGF-I stimulating effect was selective since other arcuate neurons

visualized concomitantly by neurofilament labeling, or AgRP immunochemistry, did not
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significantly respond to IGF-I stimulation. Moreover, GHRH neurons in explants from age-
matched underfed pups lost the capacity to respond to IGF-I stimulation. Molecular analyses
indicated that nutritional restriction was associated with impaired activation of AKT. These
results highlight a role for IGF-I in axon elongation that appears to be cell selective and
participates in the complex cellular mechanisms that link underfeeding during the early

postnatal period with programming of the growth trajectory.

Introduction

Normal development of both cognitive and somatic functions requires suitable nutrition
of the developing fetus and newborns during the perinatal period (McMillen, I. C. et al., 2005)
Indeed, insufficient food supplies during the early postnatal period affect body growth as well
as the risk of developing cardiovascular and metabolic diseases in adulthood. This is in
agreement with the developmental origin of health and adult diseases (DOHaD), particularly
after intrauterine growth retardation, which accounts for 5% of births (Ong, K. K. et al.,
2009). This programming of adult diseases, which has been validated in various animal
models as well as in human populations (Hales, C. N. ef al., 2001; Bateson, P. ef al., 2004;
Gluckman, P. D. et al., 2004; McMillen, 1. C. et al., 2005), further highlights the importance
of mechanisms that link the sensing of nutritional state to a shift in the developmental

trajectory, which is strongly integrated with that of linear growth.

Body growth is controlled by a subset of neurons located in the hypothalamus that
regulates the secretion of Growth Hormone (GH), part of the somatotropic neuro-endocrine
axis. The developmental settings of the somatotropic axis are highly sensitive to early
postnatal nutrition (Kappeler, L. ef al., 2008; Kappeler, L. et al., 2009), suggesting that this
subset of hypothalamic neurons is particularly sensitive to nutritional supply during the
perinatal period. Growth programming is also associated with the insulin-like growth factor I
(IGF-I) receptor signaling pathway (Kappeler, L. ef al., 2008). Indeed, the permanent growth
delay phenotype resulting from caloric nutritional restriction during lactation (Kappeler, L. et
al., 2009) can be genetically mimicked by tissue-specific heterozygous inactivation of the

IGF-1 receptor (IGF-1R) in the central nervous system (Kappeler, L. ef al., 2008).

71






GH 1is secreted from pituitary somatotroph cells under the regulation of two
hypothalamic neurohormones, Growth Hormone Releasing Hormone (GHRH) that stimulates
GH secretion, and Somatostatin (SRIH) that inhibits it. Previous reports suggest that GHRH
neurons located in the arcuate nucleus of the hypothalamus are a key element that influences
programming of the growth trajectory (Kappeler, L. et al., 2008; Solloso, A. et al., 2008;
Kappeler, L. et al., 2009). Both heterozygous invalidation of IGF-1R or nutritional restriction
during lactation in wild type mice seem to decrease GHRH signaling to the pituitary at 10
days of age, leading to permanent pituitary hypoplasia of GH-producing somatotroph cells by
20 days of age. These findings are in agreement with previous studies on the role of GHRH
and Pit-1 on pituitary development (Solloso, A. et al., 2008). Moreover, they suggest that the
reprogramming of the somatotropic axis by nutritional restriction foremost involves GHRH
neurons during the first week of life, when the GHRH neurons of the hypothalamus are still

developing, through an underlying mechanism that remains to be deciphered.

Developing arcuate neurons may be highly sensitive to IGF-I signaling because the
mediobasal hypothalamus is strongly enriched for IGF-I receptors (Adamo, M. ef al., 1989;
Fernandez, A. M. et al., 2012). IGF-I exerts strong proliferative and anti-apoptotic effects
(Nieto-Estevez, V. et al., 2016). In developing brain, IGF-I signaling is also strongly
associated with cellular morphogenesis: high IGF-I levels in the brain are associated with long
and complex neuronal dendritic arborization (Kim, Bhumsoo et al., 1997; Niblock, M. M. et
al., 2000; Jaworski, J. ef al., 2005). In addition, IGF-I may also determine axon fate through
the IGF-1Rgc isoform during the early phase of neuronal differentiation (Pfenninger, K. H. ef
al., 2003; Laurino, L. et al., 2005; Sosa, L. et al., 2006). During the latter phase of neuronal
development, IGF-1R signaling is also implicated in the control of axon guidance in the
lateral olfactory bulb (Scolnick, J. A. ef al., 2008). A few reports have studied the role of IGF-
I in axon elongation: Ozdinler ef al. have shown that IGF-I can stimulate axonal outgrowth in
neurons (Ozdinler, P. H. et al., 2006), whereas other reports suggest that all neurons do not
display the same sensitivity to IGF-I (Scolnick, J. A. et al., 2008; Hollis, E. R., 2nd ef al.,
2009). Here, we determined how undernutrition during the early postnatal period affects the
development of GHRH neurons. We examined the potential ability of IGF-1 to regulate
axonal outgrowth of GHRH neurons, and how it is controlled by nutrition using in vitro

arcuate explant cultures (Thissen, J. P. et al., 1994; Schwartz, M. W. et al., 2000).
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Materials & Methods

Animal experiments. GHRH-eGFP C57Bl/6J mice (Balthasar, N. et al., 2003) were housed
under standard SOPF conditions in individually ventilated cages at 22 °C with a 12 h
light/dark cycle and free access to water and a commercial rodent diet. Nutritional restriction
only during lactation was achieved by cross-fostering at birth such that “normally fed” pups
were obtained from a litter size of six pups per dam and “underfed” pups from a litter size of
10 pups per dam, as described previously (Fiorotto, M. L. et al., 1991; Kappeler, L. et al.,
2009). After weaning, all animals (males and females) were fed ad libitum with a standard
commercial diet. Seven days old pups were sacrificed by rapid decapitation. Older mice (P10,
P90) were sacrificed under deep isofluorane anesthesia for cardiac puncture and terminal
tissue harvesting. All animal procedures were performed in accordance with institutional
directives for the care of laboratory animals and approved by the French national ethics

committee 05 Charles Darwin (Project protocol agreement number Ce5/2012/006).

In Situ Hybridization and Immunohistochemistry. For in situ hybridization, 16 pm frozen
sections of brain from 10 day-old male mice were prepared as described previously
(Balthasar, N. ef al., 2003). Briefly, brain slices were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA)
and hybridized with a digoxigenin-labeled (Roche) GHRH-RNA probe (Balthasar, N. et al.,
2003). Hybridized probe was detected with an alkaline phosphatase-conjugated anti-Dig
antibody (Table 1) and NBT/BCIP (Promega) coloration. For brain GHRH
immunohistochemistry, the entire median eminence from paraffin embedded brains from
normally fed or underfed P10 male pups was sliced (7 pm thickness), and one of every ten
slices were mounted on slides for the subsequent innervation analysis. The area of innervation
for each slice was determined and the global ME innervation estimated for each individual (n
= 3 normal and 4 underfed). After deparaffinization and rehydration, the slices were subjected
to heat-induced antigen retrieval in 10 mM Citrate buffer, pH6. The slices were then
incubated with anti-GHRH and anti-Panendothelial Cell Antigen MECA-32 antibodies (Table
1). Sequential incubation with secondary antibodies and revelation reagents were then
performed: first, slices were incubated with a biotinylated anti-rabbit secondary antibody
(Table 1), followed by amplification with the ABC Elite kit (Vector) and revealed using DAB
(Dako); the slices were then incubated with biotinylated anti-rat secondary antibody (Table 1),
followed by amplification with the ABC Elite kit (Vector) and revealed using VIP (Vector).

The slices were mounted and visualized with an Olympus BX43 with DP73 camera. Pituitary
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glands from 20 day-old male pups were fixed in 4% PFA and embedded in 20% gelatin. The
choice of 20 days of age for pituitary analysis was based on the dynamics of pituitary
development, as previously shown (Kappeler, L. et al., 2008; Kappeler, L. et al., 2009). For
GH immunohistochemistry, the pituitary gland was cut into 18 um cryosections and incubated
with rabbit anti-GH antibody, followed by incubation with Dylight-549 donkey anti-rabbit
IgG (Table 1). The slides were mounted and then visualized with an Olympus BX612

fluorescence microscope and DP71 CCD camera under identical acquisition conditions.

Arcuate explant culture experiments. Organotypic slices of 7 day-old mice of either sex were
prepared and cultured for 48 h as described previously (Lopez-Bendito, G. et al., 2000).
Although females are less sensitive to nutritional restriction than males, which may dampen
the effects observed, arcuate nucleus explants were harvested from pups of both sexes to
obtain a sufficient amount of material from each litter. Briefly, 300 um brain slices were
incubated on culture membranes (Whatmann) in MEM Medium (Life technologies)
supplemented with 10% FCS, 0.5% glucose, and 1% penicillin/streptomycin. Arcuate nuclei
were then microdissected and cultured in neurobasal medium (Life technologies)
supplemented with methylcellulose, B-27 supplement (B-27, Life Technologies), glucose, L-
glutamine, and penicillin/streptomycin (Life technologies). Of note, the B27 supplement
contains insulin for neuron survival at a final concentration of 58 nM, according to our
determinations (Access Ultrasensitive Insulin kit #33410 on an Access 2 automate, Beckman-
Coulter). After 24 h in culture, the explants were treated with 100 ng/ml IGF-1 (13.2 nM,
R&D systems) alone or in combination with 1 uM OSI-906 (Linsitinib, Selleckchem) for
another 24 h. The explants were then fixed for 30 min in 4% PFA and subjected to
immunohistochemistry using primary antibodies directed against neurofilament, GFP, AgRP,
IGF-IR, and their corresponding secondary antibodies (See Table 1). Neurofilaments and
AgRPs were visualized under a 4X objective, and GFP under a 10X objective, using an
Olympus BX612 fluorescence microscope and DP71 CCD camera. The NeuronJ plugin of
ImagelJ software was used to analyze axon length (Mire, E. ef al., 2008). Briefly, the length of
a maximum of 40 axons (mean + SEM: 24.1 + 1.5 for both normal and underfed) was
measured for each explant to calculate a mean. Eight explants were cultured under each
condition tested, and the global axon growth was calculated from the mean of these eight
quantified explants. The global axon growth for each condition was normalized against
untreated control explants for each experiment to obtain relative axon growth. The results for

all stimulation experiments were normalized against their respective controls (basal condition)
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due to the variability of the explant cultures. Data are presented as the mean of relative axon

growth calculated from various experiments (n =4 to 9 according to the experiment).

Biochemical analysis. Plasma IGF-1 levels were determined using the Mouse/Rat IGF-I
(Mediagnost) ELISA kit according to the manufacturer’s instructions. IGF-I/IGFBP
complexes are dissociated during this assay and the IGFBPs are saturated with IGF-2, thus
allowing the measurement of total circulating IGF-I (spectrophotometer TECAN, GENios
Pro). For Western blot analysis, micro-dissected arcuate nuclei from one litter of 5-6 pups
(both sexes) were recovered in neurobasal medium supplemented with B-27, without insulin,
for 2 h in a separate set of experiments. Arcuate nuclei were stimulated with IGF-1
(100ng/ml) or control medium for 15 min. Proteins of stimulated and un-stimulated explants
were then extracted as previously described (Weaver, 1. C. et al., 2014). For the cytosolic
fraction, samples were homogenized in a hypertonic buffer consisting of 10 mM HEPES pH
7.9, 10 mM KCI, 0.1 mM EDTA, and 0.1 mM EGTA, containing a cocktail of both protease
and phosphatase inhibitors (Roche). After 15 min of incubation on ice, 6.3ul of 1%NP-40 per
100 pl buffers was added, the samples vortexed briefly, and centrifuged at 5000xg for 1 min
at 4°C. The resulting supernatant, enriched for the cytosolic fraction, was transferred to a new
tube for analysis by Western blot. The pellet was resuspended in a second buffer consisting of
20 mM HEPES pH 7.9, 0.4 M NaCl, ]| mM EDTA, and 1 mM EGTA. The suspension was
shaken for 15 min at 4°C and centrifuged at 13 000xg for 5 min at 4°C. The pellet, enriched in
membranous proteins, was resuspended in 150uL PBS. The cytosolic fraction was
concentrated using the Centrifugal Filter Units Amicon Ultra kit (Millipore). The protein
concentration of all fractions was then determined by nanodrop. For each sample, 10 pg of
cytoplasmic proteins (AKT, MEK, ERK) or 7 ug of membrane proteins (IGF-1R) were
separated on NuPAGE Bis-Tris (4-12%) gels (Life technologies) and transferred to PVDF
membranes. The membranes were then incubated with primary antibodies against phospho-
ERK1/2, ERK1/2, phospho-MAP2K1, MAP2K1, phospho-AKT, AKT, Actin, phospho-
IGF1R, and IGFI1R, using a anti-rabbit HRP-IgG as a secondary antibody (Table 1). The
membranes were then revealed with SuperSignal West Pico or Femto Chemiluminescent
Substrate (37080, 34095, Thermo Scientific) using a high sensitivity, cooled charge-coupled
device (CCD) 6 Mpx camera on a ChemiDoc Touch Imaging System (Biorad).

Measurement of gene expression. Gene expression was determined as described previously

(Kappeler, L. et al., 2008; Kappeler, L. et al., 2009). Briefly, total RNA from the pituitary
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Figure 1: Underfeeding during the early postnatal period induces a permanent growth delay.

Increasing litter size from 6 (Normally fed) to 10 (Underfed) pups per dam in wild type
C57Bl/6] mice permanently delayed postnatal growth of male pups, as observed with
postnatal body weight gain (n = 23-25 per group) that persisted into adulthood (A). This was
associated with low circulating plasma levels of IGF-I in 3 month-old mice previously
underfed during lactation (n = 7-9 per group) (B), accompanied by decreased levels of GH
mRNA in the pituitary gland (n =9 per group) (C). This was preceded by pituitary hypoplasia
in GH-producing somatotroph cells from 20 days of age (labeled in red, counterstaining with
DAPI) (D). The nutritional restriction of pups was associated with lower plasma levels of
IGF-1 (n = 8 per group) (E) and decreased expression of the somatotroph differentiation
factor, Pit-1 (n = 5 per group) (F). All data are presented as the mean + SEM. Gene
expression determinations are normalized against the histone H3 gene (C, F). Comparisons
were performed by repeated measure two-way ANOVA analysis (A) or t-test analysis (B-F),
with * p < 0.05 and *** p < 0.001.



gland of adult male mice was extracted using the silica membrane method according to the
manufacturer’s instructions (NucleoSpin RNA II, Macherey-Nagel). Total RNA from the
pituitary gland of 10-day-old mice was extracted using the phenol-chloroform method
(RNAble, Eurobio). A total of 1 ug of RNA was reverse transcribed using random hexamers,
RNAse inhibitor, and RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (Fermentas). Real time PCR
was performed in duplicate with 6 ng of cDNA on an Applied Biosystem 7300 PCR System.
The primers used were GH (Fwd TCACTGCTTGGCAATGGCTA, Rv
ACAGACTGGACAAGGGCATG), and Pit-1 (Fwd CACGGCTCAGAATTCAGTCA, Rv
CTGATGGTTGTCCTCCGTTT). The abundance of mRNA was measured using the standard
curve method and normalized against the housekeeping gene H3f3b (Fwd

CCAGAAATCGACTGAGCTGCTCAT, Rv GCTGCACTTTGAAACCTCAAGTCQG).

Statistical analysis. All data are presented as the mean + SEM. Comparisons between two
groups were performed using the Student t-test and the growth curve was analyzed by
repeated measures Two-way ANOVA. For explant cultures, results from dual
immunohistochemistry (IHC) experiments (e.g. NF/GFP) were analyzed by two-way
ANOVA with Bonferroni correction for multiple comparisons, and the results of singular IHC
(AgRP) were analyzed by one-way ANOVA with Newman Keuls’ multiple comparison test.
Statistically significant results are marked with asterisks, * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p <

0.001.

Results

Underfeeding during lactation results in permanent growth delay and reduced secretion

of growth hormone.

We restricted nutrition during lactation (P1-P16) in a modest and transient manner
[Kappeler, 2009 #9] by increasing the litter size of wild type C57Bl16/] dams from six
(“normal”) to 10 (“underfed”) pups, and assessed the effects of this nutritional restriction on
body growth. Males from underfed (large) litters showed a delay of postnatal growth that
persisted into adulthood (Figure 1A). The effect in females exhibit a lighter impact and they
were not studied further (data not shown). Three month-old male adult mice subjected to

nutritional restriction during lactation had lower circulating IGF-I plasma levels than mice
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Figure 2: The development of GHRH neurons is altered in response to underfeeding.

The numbers of GHRH neurons in the arcuate nucleus of the hypothalamus was estimated by
in situ hybridization in 10 day-old normally fed or underfed pups (n = 3 per group) (A).
Concomitantly, the area of innervation of the median eminence (highlighted with the arrow)
by axons of GHRH neurons was lower in 10 day-old underfed pups (n = 4 per group) (B).
Immunohistochemistry from in vitro cultured arcuate nucleus explants from 7 day-old
normally fed pups show that IGF-1R (in red) is concentrated in the distal part of growing
GHRH axon (in green). Merged picture is in the right panel (C). Data are presented as the

mean + SEM. All Comparisons were performed using t-test analysis, with *: p <0.05.



from normal litters (Figure 1B). This was associated with lower pituitary growth hormone
(GH) mRNA levels (Figure 1C) and permanent pituitary hypoplasia of GH-secreting
somatotroph cells from 20 days of age (Figure 1D), as we previously showed in adults
(Kappeler, L. et al., 2008; Kappeler, L. et al., 2009). The low activity of the somatotropic axis
in pups from underfed litters suggests alterations in hypothalamus-pituitary development
during the early postnatal period (Kappeler, L. et al., 2008; Kappeler, L. et al., 2009). In
agreement, underfed 10 day-old pups displayed decreased circulating levels of IGF-I (Figure
1E) and lower body weight (Normal: 4.98 &+ 0.16 vs Underfed: 4.59 + 0.08; n = 23-24; t-test: p
< 0.05), as well as lower expression of the somatotroph-differentiating factor Pit-1 in the
pituitary gland (Figure 1F). The decrease of Pit-1 in the pituitary glands of 10 day-old
underfed pups suggests a lack of GHRH signaling, the latter of which is well known to
stimulate somatotroph cell proliferation through Pit-1. These findings suggest that
reprogramming of the somatotropic axis induced by nutritional restriction may involve GHRH

neurons which are still developing during this early postnatal period.

Postnatal underfeeding delays innervation of the median eminence by GHRH neurons.

We first determined whether low IGF-I levels in underfed mice were associated with a
loss of GHRH neurons, as IGF-I is very well known for its proliferative and anti-apoptotic
actions. The number of GHRH neurons in normally fed and underfed 10 day-old pups was
similar by in situ hybridization with a GHRH antisense mRNA probe (Figure 2A), suggesting
that food restriction does not alter the ontogeny of GHRH neurons. We thus looked for
morphological modifications of developing GHRH neurons. We observed a lower anti-GHRH
immunoreactive area in the median eminence (the target of GHRH neurons) of 10 day-old
underfed mice than in age-matched normally fed mice (Figure 2B). This decrease disappeared
by 20 days of age as previously shown (Kappeler, L. et al., 2009). These results suggest that
innervation of the median eminence by GHRH neurons may be delayed by under-nutrition,
probably due to an alteration of their axonal elongation. This may explain the lower Pit-1

expression levels observed in pituitary glands.

Data from IHC experiments in brain suggest that GHRH neurons of the arcuate nucleus
of the hypothalamus innervate the adjacent median eminence by forming a dorso-lateral loop

that reaches the median eminence from the posterior part of the brain, making their axons
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Figure 3: IGF-I stimulates axon growth of GHRH neurons in arcuate nucleus explants.

In vitro cultured explants of arcuate nuclei of hypothalamus micro-dissected from one week
old normally fed pups are shown for both basal and IGF-I stimulation conditions (A), with
axons from whole arcuate and GHRH neurons, labeled with by dual-IHC for neurofilament
(NF, top panels in red) and eGFP (middle panels in green), respectively. Axons of
NPY/AgRP neurons are labeled by IHC for AgRP (bottom panels in orange) (A).
Quantification of relative axon growth stimulated by IGF-I and/or its inhibitor OSI-906 (OSI)
in 24 h for NF (plain bars) and GHRH (dashed bars) (B), and for AgRP (C). Data are
presented as the mean = SEM. Results were compared using a two-way ANOVA analysis
with the Bonferonni post-test (B) or a one-way ANOVA analysis with the Newman Keuls
post-test (C). *: p < 0.05 and **: p < 0.01 for each treatment vs. Control; #: p < 0.05 for
GHRH vs. NF.



very difficult to follow in vivo (E.M. & L.K., personal communication). We thus applied an ex
vivo approach on isolated and in vitro cultivated explants of the arcuate nucleus from
normally fed mice to further examine the role of IGF-I in the elongation of axons of these
hypothalamic neurons (Lopez-Bendito, G. et al., 2006; Mire, E. et al., 2012).
Immunohistochemistry of arcuate explants isolated from the brains of normally fed pups
showed that the IGF-1R was concentrated in the distal part of growing GHRH axons (Figure

2C), suggesting that IGF-I may regulate axonal elongation in arcuate neurons.

IGF-I preferentially stimulates axon growth in GHRH arcuate neurons.

In unstimulated (Control condition) explant cultures, the axons of GHRH neurons
(labeled with eGFP IHC) were shorter than those of total arcuate neurons labeled with
neurofilament (NF) (Control-GHRH: 420 £+ 41 pm vs. Control-NF: 600 + 58 um, n =5 and 6

experiments per group, respectively, p < 0.05).

In explant cultures treated with IGF-I (13.2 nM) for 24 h, axon growth in NF-labeled
arcuate neurons was not significantly modified (IGF-I-NF: 662 £+ 61 pm vs. Control-NF: 600
+ 58 um, n = 6 experiments per group, 1.11 = 0.04 fold, NS; Figure 3A, 3B). In contrast,
axonal growth of GHRH neurons in the same explants was significantly stimulated by IGF-I
(IGF-I-GHRH: 498468 um vs. Control-GHRH: 420+41 um, n = 5 experiments per group,
1.25 + 0.06 fold, p < 0.01; Figure 3A, 3B). We used the IGF-1R inhibitor OSI-906 (Linsitinib)
(Mulvihill, M. J. et al., 2009) alone, or in combination with IGF-I, to confirm that axon
growth was specifically stimulated by IGF-I. Indeed, inhibition of the IGF-1R impaired axon
growth in GHRH (IGF-I/OSI-GHRH: 0.9 + 0.10 fold vs. IGF-I-GHRH: 1.25 £ 0.06 fold, n =
4-5 experiments per group, p < 0.0001; Figure 3B), but curiously also in NF neurons (IGF-
I/OSI-NF: 0.83 + 0.04 fold vs. IGF-I-NF: 1.16 £+ 0.02 fold, n = 5 experiments per group, p <
0.0001). Similar results were obtained using a second IGF-1R inhibitor, picropodophyllotoxin
(PPP; data not shown). The diminution of axonal growth in NF' neurons by OSI may be due
to the requirement of IGF-I and insulin signaling for neuron survival (insulin is a crucial
component of the B27 supplement of the cell culture media for neuron survival, measured at

58 nM), which also associates with the positive basal axon growth.
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Figure 4: GHRH neurons from underfed pups do not respond to IGF-I stimulation.

In vitro cultured explants of arcuate nuclei of hypothalamus micro-dissected from one week
old underfed pups are shown for both basal and IGF-I stimulation conditions (A), with axons
from whole arcuate (NF) and GHRH neurons, labeled by dual-IHC for neurofilament (NF, top
panels in red) and eGFP (middle panels in green), respectively. Axons of NPY/AgRP neurons
are labeled by IHC for AgRP (bottom panels in orange) (A). Quantification of relative axon
growth stimulated by IGF-I and/or its inhibitor OSI-906 (OSI) in 24 h for NF (plain bars) and
GHRH (dashed bars) (B), and for AgRP (C). Data are presented as the mean = SEM. Results
were compared using a two-way ANOVA analysis with the Bonferonni post-test (B) or a one-
way ANOVA analysis with the Newman Keuls post-test (C). *: p < 0.05 and **: p <0.01 for
each treatment vs. Control; d: p <0.05, and 600: p < 0.001 for each treatment vs. IGF-I.



The fact that IGF-I significantly stimulated axon growth in GHRH, whereas it did not
in NF+ axons, suggests a cell-selective effect. This was further investigated on orexigenic
NPY/AgRP neurons, a population previously described to respond to the stimulating effect of
leptin during the same period of development (Bouret, S. G. et al., 2004; Bouyer, K. et al.,
2013). IGF-I did not significantly stimulate axonal growth of AgRP neurons (AgRP-IGF-I:
559 £ 35um vs. AgRP-Control: 497 + 34um; 1.13 + 0.01 fold, n = 4 experiments per group,
NS; Figure 3A, 3C) although OSI906 did inhibit it (Figure 3C). Here again, the diminution of
axonal growth in AgRP neurons by OSI may be due to the requirement of IGF-I and insulin
signaling for neuron survival that is associated with a basal axon growth, and insulin is a
crucial component of the B27 supplement for neuron survival. Altogether, these results
suggest that IGF-I preferentially stimulates axon elongation of GHRH neurons of the arcuate

nucleus from normally fed pups (IGF-I-GHRH vs. IGF-I-NF: p <0.01).

Underfeeding alters the response of GHRH neurons to IGF-I1.

The same experiments as those just described for normally fed pups were performed
with arcuate nucleus explants isolated from one week old underfed pups to further investigate
whether axon elongation of GHRH neurons stimulated by IGF-I may be affected by

underfeeding.

In vitro basal axon growth (Control condition) of whole arcuate neurons (NF")
originating from underfed pups was similar to the growth of those isolated from age-matched
normally fed pups (NF-underfed: 553 + 26 um vs. NF-Normally fed: 600 = 58, n = 9 and 6
experiments per group, respectively, NS). However, in vitro basal axon growth of GHRH
neurons from underfed pups was lower than the growth of GHRH neurons isolated from
normally fed pups (GHRH-underfed: 296 + 36 um vs. GHRH-Normally fed: 420 + 41, n=7
and 5 experiments per group, respectively, p < 0.05).

Stimulation of explants from underfed pups with IGF-I did not significantly induce
axon growth in NF' arcuate neurons (NF-IGF-I vs. NF-Control: 1.10 + 0.03 fold, n = 4
experiments per group, NS; Figure 4A, 4B), similar to the results for normally fed pups.
AgRP neurons from underfed pups also did not respond to IGF-I (AgRP-IGF-I vs. AgRP-
Control: 1.09 + 0.02 fold, n = 5 experiments per group, NS; Figure 4A, 4C). However, GHRH
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Figure 5: Alterations of the IGF-IR signaling pathways in arcuate explants from underfed

pups.

Activation of key elements of IGF-1R signaling pathways were measured by Western blot
analysis as illustrated with representative blots (A). Quantification indicates activation of the
IGF-1R (fold induction of the p-IGF-1R/ IGF-1R ratio) by IGF-I stimulation relative to basal
levels (left panel), and total IGF-1R protein levels (right panel) in arcuate explants from
normally fed and underfed pups (B). Similarly, activation of AKT (fold induction of the
pAKT/AKT ratio) (C), ERK1 (D), ERK2 (E) and MEK-1 (F) are presented (left panels) with
their respective total protein levels (right panels) (n = 4-6). In vitro explant cultures indicate
that specific inhibition of PI3K by LY294002 (LY) and of MEK by PD0325901 (PD)
impaired axon growth of GHRH neurons in normally fed (n = 3 per group) (G) and underfed
pups (n = 6 per group) (H). All data are presented as the mean + SEM with t-test analysis for
Western blot analysis and *: p < 0.05 for normally fed vs. underfed (V-F); and one way-
ANOVA analysis with the Newman Keuls post-test (G, H) and *: p <0.05 and ***: p <0.001
for each treatment vs. Control; 6d: p < 0.01 and 866: p < 0.001 for each treatment vs. IGF-I; A
A A: p <0.001 IGF-I/PD vs. IGF-I/LY.



neurons harvested from underfed pups did not respond to IGF-I stimulation (GHRH-IGF-I vs.
GHRH-Control: 1.07 £ 0.01 fold, n = 4 experiments per group, NS; Figure 4A, 4B), in
contrast to normally fed pups (Figure 3A, 3B), and were only moderately sensitive to the
inhibition of the IGF-1R by OSI (GHRH-OSI vs. GHRH-Control: 0.84 + 0.04 fold, n = 4
experiments per group, p < 0.05; Figure 4B). This moderate effect of OSI is probably due to
its supplementary inhibitory effect on the insulin signaling pathway that is crucial for neuron
survival, as explained above in experiments on normally fed mice. These data suggest that

GHRH neurons from underfed pups are insensitive to IGF-I despite normal culture conditions.

Underfeeding alters the IGF-I signaling pathway.

The main elements of the IGF-1R signaling pathway were measured by Western blot
analysis, despite the highly limited amount of protein that could be harvested from micro-
dissected arcuate nuclei from normally fed or underfed 7 day-old pups. Overall, underfed
pups had similar IGF-1R protein levels in their arcuate nucleus as age-matched normally fed
pups (Figure 5A and 5B right panel). In addition, a similar induction of IGF-1R activation (p-
IGF-1R/IGF-1R ratio) was observed after 15 min of IGF-I stimulation in both underfed and
normally fed pups relative to the basal condition (Figure 5SA and 5B, left panel). These data
suggest that both total IGF-1R levels and its activation were not altered by nutritional

restriction.

We thus determined the activation capacities of the two principal signaling pathways
activated by the IGF-1R, the PI3K/AKT, and the ERK/MEK pathways. The induction of
activated AKT (increase of the p-AKT/AKT ratio) following IGF-I stimulation was much
lower in arcuate nuclei isolated from underfed pups than those from normally fed pups
(Figure 5A and 5C, left panel). This impairment appeared to involve the activation of AKT as
the level of total AKT protein was similar for the two groups (Figure 5SA and 5C, right panel).
For the ERK/MEK pathway, the induction of activated ERK-1 (increase of the p-ERK-
I/ERK-1 ratio) by IGF-I stimulation was not significantly modified in arcuate nuclei
harvested from underfed pups relative to normally fed pups (Figure SA and 5D left panel, NS:
p = 0.126). Total ERK-1 protein levels were also not modified by nutritional restriction
(Figure 5A and 5D, right panel). Induction of activated ERK-2 (increase of the p-ERK-

2/ERK-2 ratio) following IGF-1 stimulation was also similar for underfed and normally fed
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pups (Figure 5A and SE, left panel). However, total ERK-2 protein levels were elevated in
underfed pups (Figure 5A and SE, right panel). We observed similar results for the MEK
protein as for the ERK-2 protein: a similar response of the underfed and normally fed pups to
IGF-I stimulation (Figure SA and 5F, left panel), and an elevated level of total protein in
underfed pups relative to normally fed pups (Figure SA and 5F, right panel). Altogether, these
data suggest that the absence of axon elongation observed for GHRH neurons in underfed
pups is associated with impaired activation of the PI3K/AKT signaling pathway, whereas the
activation capacity of the ERK/MEK pathway is maintained.

The role of the PI3K/AKT and ERK/MEK signaling pathways in the regulation of
axon outgrowth of GHRH neurons were further investigated in arcuate explants from both
normally and underfed pups, using specific IGF-1R signaling pathway inhibitors.
Normalization respective to the basal conditions of these two sets of experiments required
presenting the data on two separate graphs, since basal axon growth in explants from underfed
pups is lower than that of normally fed pups. In agreement with the previous in vitro results,
co-stimulation of arcuate explants from normally fed pups with IGF-I and the specific PI3K
inhibitor LY294002 (LY) significantly inhibited IGF-1 mediated axon growth of GHRH
neurons relative to both basal conditions (GHRH-IGF/LY vs. GHRH-Control: 0.83 + 0.03
fold; n = 4 experiments per group; p < 0.001; Figure 5G) and IGF-I alone (p < 0.001; Figure
5G). Treatment of explants with the specific MEK inhibitor PD0325901 (PD) also
significantly impaired axon growth of GHRH neurons in response to IGF-I stimulation
(GHRH-IGF/PD: vs. GHRH-IGF: p < 0.001; Figure 5G), but not relative to basal conditions
(GHRH-IGF/PD vs. GHRH-Control: 1.00 £ 0.03 fold; NS; Figure 5G). Thus, the inhibition of
the PI3K signaling pathway (LY) impaired IGF-1-mediated axon growth to a greater extent
than inhibition of the MEK pathway (PD) (GHRH-IGF/PD vs. GHRH-IGF/LY: p < 0.001;
Figure 5G). This suggests that IGF-I may stimulate axon growth of GHRH neurons in
normally fed pups through the PI3K/AKT and, to a lesser extent, the MEK/ERK signaling
pathways.

Axon growth of GHRH neurons in explants from underfed mice was not stimulated by
IGF-1 and also tended to be impaired by the inhibition of PI3K relative to basal conditions
(GHRH-IGF/LY vs. GHRH-Control: 0.88 £+ 0.07 fold, n = 6 experiments per group; NS;
Figure 5H), and IGF-1 treatment (GHRH-IGF/LY vs. GHRH-IGF: p < 0.01; Figure 5H). A
similar pattern was observed for inhibition of the MEK signaling pathway (GHRH-IGF/PD
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vs. GHRH-Control: 0.83 + 0.06 fold, n = 6 experiments per group; NS; Figure SH). In
contrast to normally fed mice, neurons from underfed pups seemed to be equally sensitive to
the inhibition of both the PI3K/AKT and ERK/MEK signaling pathways (underfed: IGF/LY
vs. IGF/PD: NS; Figure SH).

Discussion

Here, we show that IGF-I may be involved in axon elongation in a specific
subpopulation of hypothalamus neurons. Indeed, the present study indicates that i) IGF-I
preferentially stimulates axon growth of GHRH neurons in arcuate nucleus explants of
normally fed pups during lactation; ii) IGF-1 stimulation involves the two main signaling
pathways PI3K/AKT and ERK/MEK, with greater involvement of the PI3K/AKT pathway;
and ii1)) GHRH neurons harvested from underfed pups and cultivated in vitro grow less and
become insensitive to the growth promoting effect of IGF-I. This loss of response does not
involve an alteration of the IGF-1R or ERK/MEK pathway, but is associated with a defect in
AKT activation. Finally, iv) nutritional restriction during lactation, which is associated with
permanent growth retardation and later metabolic alterations, is associated with lower IGF-I
plasma levels and a change of the body growth trajectory. It is preceded by delayed axon
elongation of GHRH neurons during the first 10 days of life, a critical developmental
window. These physiological outcomes are in agreement with the tight control of IGF-I levels

by nutritional supplies and its specific role in GHRH neuronal development.

Prior studies have shown that they are sex and age differences in GHRH neuron
development (McArthur, S. et al., 2011). Our explant experiments were carried out during a
period in which there are sex-dependent differences concerning GHRH neurons in the arcuate.
Indeed, it was reported that GHRH neurons increase in both sexes during the P1-P10 period,
males having more GHRH neurons than females. After P20, the number of GHRH neurons
stabilized in males, and continued to increase in females (McArthur, S. et al., 2011). Our
study showed an identical number of GHRH neurons in males at P10 (figure 2A) and
highlights the positive effect of IGF-I1 on GHRH neuron axonal elongation at P7.

IGF-I is well known to improve proliferation and cell survival in virtually all cellular

models tested. High IGF-I levels in the brain are associated with increased length and
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complexity of neuronal dendritic arborization (Kim, Bhumsoo et al., 1997; Niblock, M. M. et
al., 2000; Jaworski, J. et al., 2005). It is also strongly associated with axonal determination
during the early phase of neuronal differentiation through plasmalemmal expansion
(Pfenninger, K. H. ef al., 2003) induced by the IGF-1Rgc isoform (Laurino, L. et al., 2005;
Sosa, L. et al., 2006). During the later phase of neuronal differentiation and axon elongation,
IGF-I induces axonal outgrowth in some neuronal subpopulations. However, this effect is not
ubiquitous. Indeed, IGF-1R signaling is associated with axon elongation of corticospinal
motor neurons during development (Ozdinler, P. H. et al., 2006), but not in adulthood (Hollis,
E. R., 2nd et al., 2009). In contrast, axon regeneration of raphespinal and cerulospinal axons
after a spinal cord injury in adults is stimulated by IGF-I (Hollis, E. R., 2nd et al., 2009),
despite that corticospinal motor neurons are in close proximity to the raphespinal and
cerulospinal neurons (Hollis, E. R., 2nd et al., 2009). These data suggest that corticospinal
motor neurons specifically lose their capacity to respond to IGF-I in adult animals. IGF-1 also
does not stimulate axon elongation in the developing lateral olfactory neuron model, but
appears to have chemotactic effects (Scolnick, J. A. et al., 2008). These data suggest that IGF-
I may stimulate axon elongation in a cell specific manner and a similar mechanism may
operate in the hypothalamus of mice during the early postnatal period. Indeed, IGF-I appeared
to preferentially stimulate axon elongation of the GHRH neuronal subpopulation, highlighting

the complexity of the role of IGF-I in neuronal development.

The PI3K/AKT pathway is strongly implicated in the stimulation of axonal outgrowth
in normally fed pups, and underfeeding is associated with impaired AKT stimulation. The
specific role of the two IGF-1R signaling pathways has been studied in different models of
neuronal cultures. Notably, the stimulation of axonal outgrowth by the PI3K/AKT signaling
pathway has been associated with perikaryon-independent plasmalemmal expansion in
embryonic pyramidal neurons of the hippocampus (Pfenninger, K. H. et al., 2003; Laurino, L.
et al., 2005; Bernis, M. E. et al., 2013). In contrast, the stimulation of axonal outgrowth in
sensory neurons by the ERK/MEK signaling pathway has been associated with both local
protein synthesis and the regulation of gene transcription (Lonze, B. E. ef al., 2002; Liu, C.
M. et al., 2012). Other studies suggest that both the PI3K/AKT and ERK/MEK signaling
pathways present a potential cell-type specific effect. Indeed, the ERK/MEK signaling
pathway has been associated with increased axon length in dorsal root ganglion neurons,
whereas the PI3K/AKT pathway was associated with axon caliber and branching (Markus, A.
et al., 2002). Thus, the increase of ERK2 and MEK protein levels in the arcuate of underfed
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pups may indicate compensation for the altered AKT activation. Further studies will be
required to determine the role of the AKT signaling pathway in GHRH axon growth in more
details, and particularly if underfeeding is associated with alterations of plasmalemmal

expansion of GHRH neurons.

Our present study shows that nutrition plays a crucial role in the development of the
somatotropic axis of the hypothalamus-pituitary complex. These data are in agreement with
other studies that link nutrition during this critical period and the programming of various
hypothalamic neuronal network, notably those of subpopulations that regulate food intake and
metabolism in adults, and of the reproductive axis (Bouret, S. G. et al., 2004; Caron, E. et al.,
2012; Bouyer, K. ef al., 2013; Vogt, M. C. et al., 2014). In conclusion, axonal growth of
GHRH neurons appears to be a crucial physiological mechanism, controlled by IGF-I, which
programs the subsequent production of GH by the pituitary gland, ultimately coordinating
organ growth in an endocrine-dependent manner in response to environmental cues during the
critical window of the early postnatal period. This mechanism is important from the
perspective of the predictive adaptive response hypothesis within the DoHAD, because adult
size determines the daily metabolic needs that must be adapted to a predicted environment to
optimize survival capacities and reproduction (Bateson, P. ef al., 2004; Gluckman, P. D. et al.,
2004; McMillen, 1. C. et al., 2005). Ultimately, this mechanism, accompanied by changes of
perinatal IGF-I levels, may partially program ageing and longevity which are also partially
controlled in mammals by GH/IGF-I signaling in adulthood (Holzenberger, M. et al., 2003;
Kappeler, L. ef al., 2008; Kappeler, L. et al., 2009; Sun, L. et al., 2009).
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non significatif.



Résultats & Discussion :

La restriction induit chez des souris C57 Bl/6J une diminution des taux circulants en
IGF-1 ainsi qu'une hypoplasie hypophysaire en cellules somatotropes a 20 jours de vie. Cette
hypoplasie est associée a une diminution de 1’expression de la GH hypophysaire a 90 jours de
vie. Ces résultats sont corrélés avec une diminution du facteur de prolifération et de
différenciation des cellules somatotropes PIT1 a 10 jours de vie. Les résultats de cette étude
montrent globalement un phénotype similaire aux souris F1 C57 Bl/6J x 129/SvPas quant a la
programmation de l’axe somatotrope par la restriction alimentaire en période postnatale
précoce (Kappeler, L. et al., 2009). Nos résultats suggerent 1a aussi une altération au niveau
des neurones a GHRH. L’histologie de souriceaux C57 Bl/6J agés de 10 jours a permis de
mettre en évidence une diminution de 1’aire d’innervation de I’éminence médiane par les

axones des neurones 8 GHRH chez les souris restreintes.

L’IGF-1 ayant été¢ impliqué dans la neurogenése du cerveau et notamment dans la croissance
axonale de certaines sous-populations neuronales (Scolnick, J. A. et al., 2008; Hollis, E. R.,
2nd et al., 2009), nous avons étudié le rdle potentiel de I’IGF-1 sur ’ontogénie et la survie
cellulaire, ainsi que sur la croissance axonale des neurones du noyau arqué. Pour cela, nous
avons réalisé des cultures d’explants (Lopez-Bendito, G. et al., 2006; Mire, E. et al., 2012).
Les explants ont été traités avec de ’'lGF-1 pendant 24H avant d’étre analysés. Globalement,
les résultats indiquent que I’IGF-1 stimule préférentiellement la croissance axonale des
neurones a GHRH, de maniere dépendante du récepteur IGF-IR et des deux voies de
signalisation PI3K/AKT et MAPK. Cependant, les neurones a GHRH issus de souriceaux

restreints ne sont plus sensibles a la stimulation de la croissance axonale par I’'IGF-1.

Concernant I’ontogénie et la survie neuronale, nos résultats indiquent que la restriction
en période de lactation n’alteére pas 1’ontogénie des neurones a GHRH (Hybridation In Situ).
Cet effet semblait en effet peu probable étant donné que le retard d’innervation au niveau de
I’éminence médiane était transitoire : on ne distingue plus de différence a partir de P20 chez
les souris Igf-1 r spécifiquement au niveau du cerveau (Kappeler, L. données non publiées).
De plus, dans nos cultures in vitro d’explants de noyau arqué, le nombre d’axones quantifiés
par explant reste inchangé lors d’une stimulation IGF-1 chez les souriceaux normalement
nourris, pour les neurones du noyau arqué (neurofilament) et les neurones 8 GHRH (Figure

29 A et B) (NF_Controle : 17+4 vs NF_IGF-1: 2043, n=4, NS, GHRH_Controle : 13£3 vs
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GHRH_IGF-1: 1744, n=4, NS). Le nombre d’axones quantifié¢ est également inchangé entre
les souris normalement nourries et les restreintes (Figure 29 C et D) (NF_Normal : 1744 vs
NF Restreint : 1441, n=4-8, NS, GHRH Normal : 12+3 vs GHRH_ Restreint : 10£2, n=5,
NS). 1l est a noter que 1’expression d’IGF-1 au niveau de I’hypothalamus est similaire dans les
deux groupes (Figure 29 E). Cette expression locale pourrait expliquer 1’absence d’altération
de I’ontogénie des neurones a GHRH observée chez les souriceaux restreints. Les effets de

I’IGF-1 sur la croissance axonale serait alors majoritairement permis par I’IGF-1 endocrine.

Concernant la régulation de la croissance axonale, outre les résultats présentés dans le
manuscrit, nous avons ¢étudié si la croissance des neurones a GHRH chez les souriceaux
normalement nourris répondait a I’IGF-1 de maniére dose dépendante. La stimulation de la
croissance axonale des neurones 8 GHRH augmente entre 0 et 100ng/ml d’IGF-1. De manicre
surprenante, on observe cependant une diminution de la croissance axonale des neurones a
GHRH pour une concentration de 200ng/ml d’IGF-1 (Figure 30) (GHRH_Contrdle vs
GHRH_IGF-1 100ng/ml : 1.22+0.03, n=6-7, p<0.001, GHRH Contréle vs GHRH_ IGF-
1 200ng/ml : 1.06+£0.05, n=6, NS). Cet effet a également été¢ observé dans d’autres études
pour des doses élevées (O'Kusky, J. R. ef al., 2003; Scolnick, J. A. et al., 2008). On peut
supposer que les boucles de rétrocontroles négatives présentes dans ou entre les voies de
signalisation PI3K/AKT et MAPK diminuent ’action de I’IGF-1. En effet, il a ét¢é montré que
ERK pouvait inhiber 1’activation de la PI3K (Mendoza, M. C. ef al., 2011). De méme, une
forte concentration d’IGF-1 a été associée a une inhibition de RAF dans la voie des MAPK,
probablement via la stimulation d’AKT (Moelling, K. et al., 2002). De plus, il est a noter que
I’IGF-1 peut également stimuler la synaptogenese (O'Kusky, J. R. ef al., 2003). On peut donc
aussi supposer qu’une forte concentration d’IGF-1 pourrait stimuler la synaptogenése des
neurones a GHRH, ce qui stopperait leur croissance axonale. Cette hypothése pourrait étre
vérifiée par un co-marquage immunohistochimique des neurones GHRH avec des marqueurs

de la synaptogenese comme la synaptophysine dans les puits traités par 200ng/ml d’IGF-1.

De maniére importante, il est & noter que les cultures d’explants ont été réalisées dans
un milieu supplémenté en B27 qui contient 58nM d’insuline selon nos mesures par immuno-
dosage (Figure 31). L’insuline activant les mémes voies de signalisation que I’IGF-1, nous

avons voulu vérifier que l’insuline n’interférait pas dans nos résultats. L’utilisation du
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complément B27 sans insuline dans nos milieux de culture confirme que 1’insuline est
cruciale pour la survie des neurones (Figure 31 A et B) (Rhee, Y. H. et al., 2013). En effet, le
nombre d’axones quantifié¢ est fortement diminué dans le cas d’un milieu sans insuline. Nous
avons ensuite refait les études de stimulation de la croissance axonale des neurones a GHRH
par des doses croissantes d’IGF-1 dans le milieu supplémenté en B27 sans insuline (Figure
31 C). Les analyses de doses réponses a I’IGF-1 réalisées dans un milieu sans insuline
donnent des résultats similaires aux analyses réalisées dans un milieu supplémenté en insuline
bien que le nombre de neurones survivants était fortement diminué. Ainsi, I’insuline présente
dans le B27 permettrait de favoriser la survie des neurones mais n’impacterait pas la
croissance des neurones 8 GHRH en réponse a I’'IGF-1 (stimulation relative avec 100ng/ml
d’IGF-1 de 1.22+0.03 dans un milieu supplémenté en B27 avec insuline, n=7, et de 1.29+0.03

dans un milieu supplémenté en B27 sans insuline, n=3).

D’autre part, cet article montre également qu’une altération de la nutrition au cours de
la lactation engendre une perte de réponse des neurones 8 GHRH a la stimulation de la
croissance axonale par ’'IGF-1. Nos expériences de doses réponses sur des explants issus de
souriceaux restreints semblent indiquer que cette résistance persiste quelle que soit la dose
d’IGF-1 utilisée (Figure 32). Ces résultats suggerent que les neurones GHRH ne sont pas
moins sensibles mais sont bien résistants a I’action de ’IGF-1. Cette absence de réponse des
neurones a GHRH semble étre due a une altération des capacités de phosphorylation d’AKT.
Ceci semble spécifique puisque les capacités de phosphorylation d’IGF-1R et d’ERK et MEK
sont inchangées. Cependant, on observe une augmentation des taux protéiques d’ERK et
MEK, ce qui pourrait suggérer une quantité absolue de protéines activées augmentée et donc
une tentative de compensation. En ce sens, 1’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques sur
nos cultures d’explants nous indique que l’inhibition de la voie MAPK par I’inhibiteur
PD0325901 a un effet plus important chez les souris restreintes que chez les souris
normalement nourries (Normal IGF/LY vs Normal IGF/PD, p<0.05, n=3 par groupe,
Restreint IGF/LY vs Restreint IGF/PD, NS, n=6 par groupe) (Figure 33). Afin d’illustrer au
mieux cette observation les données brutes en um des souris normalement nourries ou

restreintes ont été mises sur le méme graphique.
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Figure 34 : Expression des différents facteurs des voies de signalisation de 'lGF-1 chez des

souriceaux normalement nourris ou restreints en période de lactation. Expression d’IGF-1R

(A.), expression d’AKT (B.), expression de MEK (C.), et expression de GRB2 (D.). Les taux

d’expression sont normalisés par rapport au gene de ménage H3. Moyenne + SEM,

Statistique : Test de Student, avec **=p<0.01 Restreint vs Normal.



Les mesures protéiques obtenues par western blot sur les explants ont été confortées
au niveau des ARNm sur I’hypothalamus des souriceaux agés de 10 jours. En effet,
I’expression d’IGF-1R et d’AKT restent inchangée lors d’une restriction (Figure 34 A et B),
alors que I’expression de MEK est augmentée (Figure 34 C). De plus, nous avons pu
compléter I’étude en analysant GRB2 (growth factor receptor bound protein 2), situé en
amont de la voie MAPK, qui reste inchangé (Figure 34 D). L’absence de variation de GRB2

est en faveur de I’absence de variation des capacités de phosphorylation de la voie MAPK.

Plusieurs études ont analysé le role des deux voies de signalisation PI3K/AKT et
MAPK sur la maturation neuronale. Ainsi, la voie PI3K/AKT est connue pour étre impliquée
dans la polarisation de 1’axone, dans les étapes précoces de la maturation neuronale, ainsi que
dans I’expansion de la membrane plasmique. Ce dernier effet serait régulé de maniere locale,
indépendamment du périkaryon (Pfenninger, K. H. et al., 2003; Laurino, L. et al., 2005;
Pfenninger, K. H., 2009; Diez, H. et al., 2012; Bernis, M. E. ef al., 2013). La stimulation de la
croissance axonale par la voie des MAPK a quant a elle été associée a la stimulation au niveau
du périkaryon de la transcription des genes et de la syntheése protéique (Lonze, B. E. et al.,
2002; Campbell, D. S. et al., 2003; Liu, C. M. et al., 2012). Cependant, d’autres études
suggerent que les effets induits par ces deux voies de signalisation différent selon le type
cellulaire. En effet, la voie des MAPK semble permettre la croissance axonale dans les
neurones sensitifs, tandis que la voie PI3K/AKT serait plutdt impliquée dans I’augmentation
du diameétre de ces axones (Markus, A. ef al., 2002; Markus, A. et al., 2002). Enfin, certaines
¢tudes suggerent également des interactions entre les deux voies de signalisation PI3K/AKT
et MAPK (Mendoza, M. C. et al, 2011). Ainsi, on peut supposer que l’augmentation
protéique d’ERK?2 et MEK dans le noyau arqué des souris restreintes au cours de la lactation

concorderait avec une tentative de compensation de ’altération de la voie PI3K/AKT.

En conclusion, j’ai pu montrer chez la souris que dans le cadre d’une alimentation
normale au cours de la lactation, I’IGF-1 stimule la croissance axonale des neurones a GHRH
du noyau arqué par l'intermédiaire de I’IGF-1R, et des voies PI3K/AKT et MAPK. Cette
stimulation permet aux axones des neurones a GHRH d’innerver I’éminence médiane plus
rapidement, ce qui assure une fenétre de stimulation de la prolifération et de la différenciation

plus longue des cellules somatotropes hypophysaires. De plus, j’ai pu montrer que la
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restriction alimentaire limite la croissance axonale des neurones a GHRH et est associée a une
résistance de ces derniers a une stimulation ultérieure par I’'IGF-1. Cette résistance qui

perdure in vitro dans des conditions contrdlées implique la voie PI3K/AKT.
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Contexte :

Comme expliqué dans la partie précédente, les souris restreintes présentent un défaut
d’innervation de 1’éminence médiane par les neurones 8 GHRH a 10 jours de vie. L’IGF-1 est
un facteur de croissance fortement contr6lé par la nutrition, et j’ai pu montrer qu’il permettait
de stimuler la croissance axonale des neurones 8 GHRH de facon préférentielle, au cours de
cette période. En effet, I'IGF-1 n’est pas capable d’induire la croissance axonale des autres
neurones du noyau arqué. De manic¢re importante, la restriction alimentaire a également été
associée a une diminution des taux circulants en insuline et en leptine a 10 jours de vie
(Kappeler, L. et al., 2009). L’insuline et la leptine sont des facteurs connus pour E&tre

fortement contrdlés par la nutrition et ont également été impliquées dans la neurogenése.

Dans ce sens, I’insuline joue un rdle crucial dans la survie neuronale (Rhee, Y. H. et
al., 2013). D’autre part, I’insuline a également été associée avec I’innervation au niveau du
PVN par les neurones régulant la prise alimentaire localisés dans le noyau arqué (Vogt, M. C.
et al., 2014). De plus, I'insuline active les mémes voies de signalisation que I'IGF-1 :
PI3K/AKT et MAPK. Bien que I'insuline présente dans le B27 ne semble pas impacter la
croissance axonale des neurones 8 GHRH pour une concentration de 58nM, son éventuel role

sur la croissance axonale a plus forte dose n’est pas a négliger.

Concernant la leptine, son implication dans la croissance axonale des neurones du noyau
arque régulant la prise alimentaire est également reconnue. Au cours de la lactation, une
altération des taux de leptine induit une diminution de [’innervation du noyau
paraventriculaire (PVN) de I’hypothalamus par les neurones a NPY/AgRP et POMC/CART
(Bouret, S. G. et al., 2006; Bouret, S. G. et al., 2007; Bouret, S. G. et al., 2008). Le traitement
d’explants de noyaux arqués par la leptine engendre une croissance axonale de ces neurones
(Bouret, S. G. et al., 2008). De plus, la leptine a également été suggérée comme associée a la
croissance axonale d’une autre sous-population neuronale du noyau arqué, les neurones a
kisspeptine (Caron, E. et al., 2012). Ces données suggerent que la leptine pourrait avoir un

role plus global sur la maturation des diverses sous-populations neuronales du noyau arqué.
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Objectif :

L’objectif de ce travail consiste a identifier un éventuel réle de I’insuline et de la
leptine sur la croissance axonale des neurones a GHRH. L’impact de la nutrition postnatale

précoce sur 1’action de ces hormones sera également étudié.

Matériel & Méthodes :

Animaux : Des souris C57B1/6J GHRH-eGFP (Balthasar, N. et al., 2003) ont été élevées
dans des conditions standards EOPS dans des cages ventilées a 22°C, selon un cycle 12h de
jour et 12h de nuit. Les souris ont eu libre acces a la nourriture et a I’eau. Les portées ont été
nivelées a 6 petits par mere dans le cas d’une nutrition normale, et augmentées a 10 petits par
mere afin d’induire une restriction alimentaire durant la lactation (Fiorotto, M. L. et al., 1991;
Kappeler, L. ef al., 2009). Apres le sevrage naturel a 16 jours de vie, les souris sont nourries
ad libitum. Les souriceaux ont pour la plupart été récupérés a 7 jours de vie, afin de réaliser
des cultures d’explants. La récupération de plasma a quant a elle été réalisée par ponction
cardiaque a 10 jours de vie ou a 90 jours de vie. Toutes les expérimentations animales ont été
effectuées en accord avec les directives du comité éthique national francais Charles Darwin

(Agrément du protocole n° Ce5/2012/006).

ELISA : Les concentrations plasmatiques de leptine ont €té mesurées a I’aide d’un kit ELISA
(Mouse/Rat Leptin Quanikine ELISA, MOBO00, R&D systems) sur le plasma de souris agées
de 10 jours et 90 jours. L’absorbance a été mesurée par un spectrophotometre (TECAN,

GENios Pro).

Culture de noyaux arqués d’hypothalamus : Des explants issus de souris agées de 7 jours
ont été mis en culture pendant 48H comme décrit précédemment [Decourtye, L. ef al. en
cours de soumission]. Brievement, des coupes de cerveaux de 300um ont ét¢ mises en culture
dans un milieu MEM (21090-022, Life Technologies) supplémenté avec 10% de FCS (fetal
calf serum), 0.5% de glucose et 1% de pénicilline/streptomycine. Les noyaux arqués ont

ensuite été micro-disséqués et mis en culture en milieu Neurobasal (21103049, Life
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Technologies) supplémenté avec 0.4% de méthylcellulose, du B27 avec insuline (17504044,
Life technologies) ou sans insuline (A1895601, Life technologies), 0.5% de glucose, 1% de
L-glutamine et 1% de pénicilline/streptomycine. Apres 24h de culture, les explants ont été
traités avec 100ng/ml de Leptine (6.17nM, 450-31, PeproTech), 100ng/ml d’IGF-1 (13.2nM,
791-MG-050, R&D systems) ou entre 10nM et 1uM d’insuline (Actrapid Penfill) pendant
24h. Les explants ont ensuite ¢t¢ fixés en PFA 4% et une immunofluorescence a été réalisée
avec les anticorps primaires suivants : anti-neurofilament (hote : poulet, ab72958, abcam),
anti-GFP (héte : lapin, ab6556, abcam), anti-AgRP (hote : lapin, H-003-57, Phoenix
Pharmaceuticals), anti récepteur de la leptine (hote: lapin, PA1-053, Thermo Fisher
Scientific) ; et les anticorps secondaires correspondant : DyLight 594 anti-poulet (hote :
chévre, ab96949, abcam), DyLight 488 anti-lapin (hote : chévre, ab96883, abcam), ou
DyLight 549 anti-lapin (hote : singe, ab98499, abcam). Les marquages neurofilaments et
AgRP ont été visualisés sous un objectif 4X et le marquage GFP sous un objectif 10X a I’aide
d’un microscope Olympus BX612. Le logiciel Image] ainsi que le pluggin NeuronJ ont été
utilisés pour analyser la taille des axones. Brievement, une moyenne de 20 axones et un
maximum de 40 axones ont été mesurés pour chaque explant. Huit explants ont ét¢ mis en
culture dans chaque condition, la longueur globale des axones a été estimée a partir de la
moyenne par explant dans chaque condition. Afin de mesurer la croissance de fagon relative,
les conditions traitées ont €t€¢ normalisées par rapport a leur condition controle dans chaque
plaque. Chaque plaque expérimentale a été considérée comme n=1 pour les analyses

statistiques.

Analyses statistiques : Les résultats ont ét€¢ présentés comme la moyenne = SEM. La
comparaison entre deux groupes a été réalisée par un t-test de Student. Pour les cultures
d’explants, les résultats issus d’une double immunofluorescence (e.g. NF/GFP) ont été
analysés par un two-way ANOVA avec un test post-hoc Bonferroni. Les résultats issus d’une
simple immunofluorescence (e.g. AgRP) ont été analysés par un one-way ANOVA avec un
test post-hoc Newman Keuls. Les différences significatives ont été représentées par des

astérisques, avec * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Figure 35 :_Roéle de ’insuline sur le nombre d’axones quantifiés par explant. Estimation a

partir du nombre d’axones quantifiés de 1’effet de la concentration de 1’insuline, sur la survie
neuronale des neurones du noyau arqué (NF+), dans les cultures d’explants de souris
normalement nourries. La fléche bleue représente la concentration en insuline présente dans
le milieu B27 avec insuline utilisé dans d’autres expériences. Moyenne + SEM, n=4-5 par

groupe. Statistiques : One-Way ANOVA et test post-hoc Newman Keuls.
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Figure 36 : Role de I’insuline sur la croissance axonale des neurones du noyau arqué chez des

souris normalement nourries. Croissance relative globale des neurones du noyau arqué
labélisés par neurofilaments (NF) (A.), et des neurones a GHRH (B.). Les fléches bleues
représentent la concentration en insuline présente dans le milieu B27 avec insuline utilisé
dans d’autres expériences. Moyenne + SEM, n=4-6 par groupe. Statistiques: One-Way

ANOVA et test post-hoc Newman Keuls, avec **=p<0.01 O0nM d’insuline vs 1uM d’insuline.



Résultats :

L’insuline ne stimule pas significativement la croissance axonale des neurones 8 GHRH.

Pour cette étude, nous avons di utiliser un milieu de culture supplémenté en B27 sans
insuline. Comme le montre les analyses précédentes, 1’insuline présente tout d’abord un role
important sur la survie neuronale. Bien que I’estimation du nombre d’axones mesuré par
explant semble étre augmentée pour des concentrations d’insuline de 50nM, nos données
n’indiquent pas d’effet dose significatif (Figure 35). Ces résultats suggerent une meilleure

survie des neurones et sont en accord avec d’autres €¢tudes (Rhee, Y. H. et al., 2013).

De plus, I’addition d’insuline permet une 1égére augmentation de la croissance des
axones des neurones du noyau arqué (NF+), bien que celle-ci n’augmente pas de maniére
significative, notamment pour la concentration présente dans le B27 (Figure 36 A)
(NF _insuline 1uM vs NF insuline OuM : 1.15+0.05, n=6 par groupe, NS). De méme, la
croissance des neurones & GHRH n’est pas stimulée de manicre significative par les doses
croissantes d’insuline (Figure 36 B). Seule une concentration d’insuline de 1uM stimule
significativement la croissance axonale des neurones a GHRH (GHRH insuline 1uM vs
GHRH_insuline OpM : 1.25+0.05, n=6 par groupe, p<0.01). Cette dose non physiologique est
connue pour activer I’IGF-1R. Ces données sont en accord avec nos précédents résultats et

suggerent elles aussi, une stimulation préférentielle de la croissance axonale des neurones a

GHRH par I'IGF-1R.

Nous avons également étudié le réle de I'insuline sur la croissance axonale des
neurones a AgRP spécifiquement. Nous avons ainsi observé que I’insuline ne permet pas de
stimuler significativement la croissance axonale des neurones de cette sous-population
(Figure 37) (AgRP_insuline 200nM vs AgRP _insuline OnM : 1.05+0.09, n=4 par groupe,
NS). L’insuline a été associée dans de récentes études avec I’innervation du noyau
paraventriculaire par les neurones 8 POMC/CART et a NPY/AgRP du noyau arqué (Vogt, M.
C. et al., 2014). Nos conditions d’expérimentation ne permettent pas de confirmer un réle de

I’insuline dans la croissance axonale de ces neurones.
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Figure 37 :_Croissance axonale des neurones & AgRP traités a I’insuline chez les souris

normalement nourries. Mesure de la croissance axonale relative en réponse a des doses

croissantes d’insuline. Moyenne + SEM, n=4 par groupe. Statistiques : One-Way ANOVA et

test post-hoc Newman Keuls.
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Figure 38 :_Croissance axonale des neurones du noyau arqué issus de souris restreintes en

période de lactation en présence de doses croissantes d’insuline. Marquage de tous les axones

du noyau arqué (neurofilament, NF) (A.), ou des neurones a GHRH spécifiquement (B.).

Moyenne + SEM, n=3-4 par groupe. Statistiques: One-Way ANOVA et test post-hoc

Newman Keuls.



Les explants issus de souris restreintes ne sont pas stimulés par I’insuline.

Afin d’¢tudier si la restriction alimentaire modulait le role de DI’insuline sur les
neurones 8 GHRH, les mémes expériences ont été réalisées sur les explants de noyaux arqués
issus de souris restreintes en période de lactation. De la méme manicre, la croissance axonale
des neurones du noyau arqué n’est pas simulée quelle que soit la dose d’insuline (Figure 38
A). De méme, les neurones a GHRH ne présentent pas non plus d’augmentation de la
croissance axonale pour une concentration de 1pM d’insuline (Figure 38 B)
(GHRH_insulineluM vs GHRH_insulineOnM : 0.96+0.07, n=4, NS). Les résultats confirment
que la stimulation de I’'IGF-1R par de fortes doses d’insuline n’est pas capable de stimuler la
croissance axonale des neurones & GHRH issus de souriceaux restreints. De manicre
intéressante, on ne distingue plus de tendance positive sur la croissance axonale entre OnM et
100nM d’insuline, ce qui suggere une perte de sensibilité aux effets de 1’insuline par son
récepteur. De méme, I’insuline ne semble pas avoir d’effet sur la croissance axonale des
neurones a AgRP (AgRP insuline1000nM vs AgRP insulineOnM : 1.01+0.10, n=2, NS)
(Figure 39). L’ensemble de ces données est cohérent avec 1’absence d’altération de
I’expression du récepteur a I’insuline chez les souriceaux restreints agés de 10 jours (Figure

40).
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Figure 41 :_Concentration plasmatique en leptine a 10 jours de vie et a 90 jours de vie chez

des souris males normalement nourries ou restreintes en période de lactation. Moyenne =+

SEM, n=8-10 par groupe. Statistique : Test de Student, avec **=p<0.01.

Figure 42 : Localisation du récepteur a la leptine sur les cultures d’explants de noyau arqué

de souriceaux normalement nourris agés de 7 jours. En vert marquage du récepteur de la
leptine, en rouge marquage des axones du noyau arqué (neurofilament). Les fleches blanches

mettent en évidence les cones de croissance.



La leptine stimule la croissance axonale des neurones du noyau arqué.

La leptine est un facteur connu pour refléter I’état nutritionnel. Dans notre mode¢le de
souris C57 Bl/6] restreintes, les concentrations plasmatiques de leptine a 10 jours et a 90 jours
de vie sont diminuées comme attendu (Figure 41). Nous avons ensuite analysé la localisation
du récepteur a la leptine sur les explants issus de souris normalement nourries (Figure 42). Le
récepteur a la leptine a été localisé au niveau terminal des axones en croissance du noyau
arqué, ce qui est également en faveur d’un réle dans la régulation de la croissance axonale

comme cela a été indiqué auparavant (Bouret, S. G., 2010).

Afin d’étudier le role de la leptine sur les neurones du noyau arqué, nous avons réalisé
des cultures d’explants de noyau arqués issus de souris normalement nourries. Les résultats
obtenus nous indiquent que, de maniére concordante aux ¢tudes précédentes, le traitement par
la leptine induit une augmentation de la croissance axonale des neurones a AgRP
(AgRP_Leptine : 627498 um vs AgRP_Contrdle : 541488, croissance relative 1.16+0.06, n=4
par groupe, p<0.05) (Figure 43 A) (Bouret, S. G., 2010). De facon surprenante, bien que
I’IGF-1 ne stimule pas significativement la croissance axonale des neurones a AgRP, leur co-
stimulation avec de la leptine et de ’'IGF-1 semble abolir en parti les effets de la leptine.

(AgRP_Leptine+IGF-1 vs AgRP_Contrdle : 1.03+0.03, n=4 par groupe, NS).

Les analyses nous indiquent également que la leptine est capable de stimuler la croissance
axonale de tous les neurones du noyau arqué (NF_Leptine vs NF_Controle : 1.31+0.07, n=7
par groupe, p<0.01), mais est €galement capable de stimuler la croissance axonale des
neurones a GHRH spécifiquement (GHRH_Leptine vs GHRH_Controle : 1.33+0.13, n=5 par
groupe, p<0.01) (Figure 43 B). Ainsi la leptine aurait un effet global sur les neurones du
noyau arqué et stimulerait la croissance axonale des neurones régulant la prise alimentaire, et

des neurones a GHRH régulant la croissance staturo-pondérale.
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Figure 43 : Impact de la leptine sur la croissance axonale des neurones du noyau arqué chez

des souris normalement nourries. Mesure de la croissance axonale relative pour les
neurones a AgRP (A.), et pour les neurones du noyau arqué labélisés par le marquage des
neurofilaments (NF, barres pleines), et les neurones a GHRH (barres hachurées) (B.).
Moyenne = SEM, n=4-7 par groupe. Statistiques : One Way-Anova et test post-hoc Newman-
Keuls (A.) et Two-Way ANOVA et test post-hoc Bonferroni, avec *=p<0.05 et **=p<0.01

pour X vs Controle selon le méme marquage, et &=p<0.05 pour Leptine vs Leptine + IGF-1.
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Figure 44 :_Analyse de I"impact de la leptine sur la croissance axonale des neurones du noyau

arqué dans les explants issus de souris restreintes. Mesure de la croissance axonale des

neurones a AgRP (A.), et des axones des neurones du noyau arqué par marquage
neurofilament (NF) ou des neurones & GHRH spécifiquement (B.). Moyenne + SEM, n=5-6
par groupe. Statistiques : Two-Way ANOVA et test post-hoc Bonferroni (A.) et One Way-

Anova et test post-hoc Newman-Keuls (B.), avec ***=p<(0.001 pour X vs Controle.



Les neurones & GHRH issus de souris restreintes sont résistants a la stimulation de la

croissance axonale par la leptine.

Afin d’étudier I'impact de la restriction sur la réponse des neurones a la leptine, j’ai
stimulé des explants de noyaux arqués issus de souris restreintes avec la leptine. De fagon
similaire aux souris normalement nourries, les neurones a AgRP continuent de répondre de
maniére significative a la leptine chez les souris restreintes (AgRP _Leptine vs
AgRP Controle : 1.11£0.02, n=5 par groupe, p<0.001) (Figure 44 A). Cependant, de maniére
intéressante la leptine ne stimule plus la croissance axonale des neurones du noyau arqué de
maniere globale (NF+) ou des neurones a GHRH (NF_Leptine vs NF_Controle : 1.12+0.04,
n=6 par groupe, NS ; GHRH Leptine vs GHRH_Contrdle : 1.09+0.05, n=6 par groupe, NS)
(Figure 44 B). Les résultats préliminaires indiquent qu’il ne semble pas y avoir d’altération

de I’expression du récepteur a la leptine au niveau hypothalamique (Figure 45).
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Figure 45 :_Expression hypothalamique du récepteur a la leptine a 10 jours de vie, chez des

souriceaux males normalement nourris ou restreints en période de lactation. Normalisation par

le géne de ménage H3. Moyenne £ SEM, n=7 par groupe. Statistique : Test de Student.
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Discussion :

Les résultats présentés dans cette étude indiquent que I’insuline ne présente pas d’effet
significatif sur la croissance axonale des neurones du noyau arqué de fagon globale. De
maniére similaire, la croissance axonale des neurones a GHRH n’est pas stimulée
significativement. Seule la dose non physiologique de 1uM d’insuline, qui active I’'IGF-1R,
est capable d’induire une stimulation de la croissance axonale des neurones a GHRH
spécifiquement. Ces résultats confirment nos précédents résultats [Decourtye L. et al, en cours
de soumission]. Bien que non significative, il est a noter une tendance positive de 1’ajout
d’insuline (100nM) sur la longueur des axones. Cet effet est probablement di a I’action anti-
apoptotique de I’insuline sur les neurones. En effet, les neurones sains présentent une
croissance axonale basale significative, qui est abrogée lorsque les conditions de cultures ne

permettent pas la survie des neurones.

Concernant la leptine, les résultats montrent que c’est un facteur essentiel a la
croissance axonale des neurones du noyau arqué. En effet, la leptine était déja connue pour
son réle dans la stimulation de la croissance axonale des neurones régulant la prise
alimentaire NPY/AgRP et POMC/CART en période postnatale précoce (Bouret, S. G. ef al.,
2004). De plus, un rdle sur la croissance des neurones kisspeptinergiques du noyau arqué a
plus récemment été suggéré (Caron, E. et al., 2012). Dans notre étude, nous avons confirmeé
que la leptine présentait un effet stimulateur sur la croissance des neurones du noyau arqué
(marquage neurofilament), et plus particulierement sur les neurones a NPY/AgRP régulant la
prise alimentaire, mais également sur les neurones a GHRH. En accord avec les données
précédentes (Bouret, S. G. ef al., 2004; Caron, E. et al., 2012), nos résultats suggerent un role

beaucoup plus large pour la leptine sur la croissance axonale des neurones du noyau arqué.

La leptine est connue pour activer la voie JAK/STAT (Fruhbeck, G., 2006). De
maniére intéressante, bien que I'IGF-1 ait été impliqué dans la croissance axonale des
neurones a GHRH chez les souris normalement nourries, le co-traitement avec I’IGF-1 et la
leptine n’engendre pas d’effet synergique sur leur croissance axonale. De-méme, le co-
traitement des neurones a AgRP avec la leptine et I'IGF-1 engendre une croissance axonale

moins grande que pour la leptine seule, bien que I’IGF-1 ne simule pas significativement la
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croissance axonale de ces neurones. De tels résultats suggerent 1’existence d’interaction entres
les voies de signalisation activées par ces deux facteurs. L’IGF-1R a également été associé
avec I’activation de la voie JAK/STAT, ce qui induit la phosphorylation de STATS et active
ainsi I’expression de SOCS6 (suppressor of cytokine signaling 6), ¢lément du rétrocontrdle
négatif de la voie JAK/STAT (Gupta, S. et al., 2011). Ainsi, on pourrait supposer que la co-
stimulation des neurones par ’IGF-1 et la leptine pourrait entrainer une désensibilisation et/ou

un rétrocontrdle négatif limitant la croissance axonale.

D’autre part, nous avons observé que les neurones a8 GHRH issus de souris restreintes
sont également résistants a la stimulation de la croissance axonale par la leptine, alors que
celle-ci est connue pour utiliser la voie de signalisation JAK/STAT (Mendoza, M. C. et al.,
2011). De plus, I’absence d’altération de 1’expression du récepteur a la leptine suggeére une
altération en aval des voies de signalisation stimulées par ce récepteur. De maniére
intéressante, il est a noter que la leptine a également été impliquée dans 1’activation des voies
de signalisation PI3K/AKT et MAPK (Fruhbeck, G., 2006). Des études complémentaires sont
nécessaires afin de déterminer si la stimulation de la croissance axonale par la leptine passe
par la voie JAK/STAT et/ou par les voies PI3K/AKT ou MAPK. L’utilisation d’inhibiteurs
spécifiques de ces voies de signalisation nous permettra de déterminer les voies essentielles a
cette action de la leptine sur les neurones a GHRH. En parall¢le des westerns blots seront
réalisés, suite a une stimulation par la leptine, afin d’étudier les capacités de phosphorylation
des voies impliquées, et de voir si la voie PI3K/AKT est activée. En effet, la leptine stimulant
la voie PI3K/AKT, il est possible que la résistance des neurones a GHRH a la leptine, suite a
une restriction au cours de la lactation, soit due a un défaut des capacités de phosphorylation
d’AKT, de la méme maniere que pour la résistance a I’IGF-1. Néanmoins, les neurones a

GHRH pourraient aussi présenter une résistance au niveau de la voie JAK/STAT.

En conclusion, nos résultats indiquent que le réle de I’insuline semble étre plus limité
a la survie neuronale. La leptine quant a elle stimule la croissance axonale des neurones a
GHRH au cours de la premiere semaine de vie, et pourrait programmer ainsi également

Iactivité de I’axe somatotrope a I’ge adulte. Dans ce sens, les souris lep®”

présentent une
diminution de leur taille naso-anale a 1’age adulte (Yeh, J. K. et al, 2006). Ces résultats

¢largissent I’importance de la leptine en période postnatale précoce et complétent les résultats
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obtenus par Simmerly et ses collégues (Bouret, S. G. et al., 2004). Nos résultats suggerent un
puissant role intégrateur de cette hormone. L’ensemble de ces résultats feront 1’objet d’une

publication une fois les expériences complémentaires requises réalisées.
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Etude du retard de croissance intra utérin ou RCIU

Impact de la restriction nutritionnelle in utero sur la croissance et

le métabolisme

105






Contexte :

Nous avons précédemment pu montrer que la croissance postnatale de la souris et
I’activité de 1’axe somatotrope a 1’dge adulte étaient programmeées par la nutrition en période
postnatale précoce, durant la lactation. Cependant, les neurones du noyau arqué qui régulent
la prise alimentaire et le métabolisme (NPY/AgRP, POMC/CART) et les neurones qui
régulent la croissance (GHRH) sont générés au cours de la 3™ semaine de gestation chez la
souris (E;s5). Ces neurones pourraient ainsi également présenter une fenétre de susceptibilité
a la programmation au cours de la période in utero. En ce sens, si une altération de la nutrition
au cours de la lactation engendre une plus grande susceptibilité aux pathologies de type
cardio-métabolique a 1’age adulte (Kappeler, L. ef al., 2009), ceci est également observé lors
d’un retard de croissance intra-utérin (RCIU) (Roseboom, T. et al., 2006). Le RCIU touche 3
a 7% des naissances dans le monde (Romo, A. et al., 2009). Il se caractérise par une cassure
de la courbe de croissance in utero, ainsi qu’un petit poids et/ou une petite taille de naissance.
Plusieurs études associent ainsi le petit poids a la naissance avec le développement de
pathologies ultérieures (Hales, C. N. ef al., 1992; Barker, D. J., 1998; Roseboom, T. J. et al.,
2001; Roseboom, T. et al., 2006; Olivier, P. et al., 2007; Murray, E. et al., 2015). Ces
observations ont permis d’énoncer 1’hypothése de la programmation feetale de pathologies a
I’age adulte (théorie de Barker) (Barker, D. J., 2007), et d’émettre le concept de 1’origine
développementale de la santé et des pathologies adultes (DOHAD, developmental origins of
health and diseases) (Bateson, P. et al., 2004; Gluckman, P. D. et al., 2004; McMillen, 1. C. et
al., 2005. Parmi les différentes causes, la dénutrition alimentaire en période in utero, qui est

associée a une diminution des concentrations en IGF-1 chez les fcetus, est connue pour induire

un RCIU (Fall, C. H. et al., 1995; Roseboom, T. J. et al., 2001; Holt, R. 1., 2002).

Objectif :

Le premier objectif de ce projet est d’étudier 1’étendue de la fenétre de susceptibilité
de la programmation de ’axe somatotrope par la nutrition en période feetale. Le second
objectif vise a déterminer I’impact d’une modulation de la nutrition durant la lactation sur des

souriceaux nés avec un RCIU.
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Figure 46 : Présentation du modéle murin d’induction de RCIU. Des males C57Bl/6J sont

accouplés avec des femelles Sv129/Pas. Au 15

éme

jour de gestation, les femelles sont sous

nourries avec un régime hypo-protéique (-40%) afin d’induire un RCIU. A la naissance, les

nouveaux nés sont adoptés par une femelle contrdle et la taille des portées est normalisée a 3,

6 ou 10 petits par mére afin d’obtenir des souris sur-nourries, normalement nourries ou

restreintes pendant la lactation. Ces portées seront comparées a une cohorte contrdle

normalement nourrie en période périnatale.

Composition Pourcentage
nutritive A03 ROS-10 | R0s 10 vs AO3
protéines 21.4% 12.8% - 40%
glucides 51.7% 60.7% +17%

lipides 5.1% 3.2% -37%

fibres 4.0% 5.8% +45%
minéraux cendres 5.7% 5.5% -3%
humidité 12.1% 12.0% 0%
Apport calorique 2830 kcal/kg | 2652 kcal/kg - 6%

Tableau 2 :

Compositions nutritives des aliments utilisés pour le protocole de RCIU. Nous

avons utilisé les aliments A03 (SAFE) comme régime normal car classiquement utilisé pour

la reproduction, et I’aliment R05-10 (SAFE) qui est un régime hypo-protéique (-40% vs A03).



Ce projet montre les résultats préliminaires obtenus lors de la mise en place du mod¢le murin,
avec les premiers indices quant a I’impact sur la programmation de I’axe somatotrope et sur
les pathologies a I’age adulte. Il est actuellement poursuivi par Sarah Saget, une étudiante en

thése du laboratoire.

Matériel & Méthodes :

Animaux : Des femelles WT (wild type) Sv129/Pas ont été croisées avec des males WT C57
B1/6J (Charles River, L’Arbresle, France) afin de produire une descendance d’un fond
génétique mixte (F1). On a utilisé ce fond génétique car il a déja été utilisé dans plusieurs
¢tudes et sa dynamique de croissance est bien connue dans le laboratoire (Kappeler, L. et al.,
2008; Kappeler, L. et al., 2009; Xu, J. et al., 2011). De plus, le comportement maternel de ces
femelles est ¢levé et stable. Les souris ont été élevées dans des conditions standards EOPS

dans des cages ventilées a 22°C, selon un cycle 12h de jour et 12h de nuit.

Le protocole d’induction du RCIU et de la modulation de la nutrition postnatale précoce est
schématisé ci-contre (Figure 46). Brievement, le RCIU a été induit a partir du 155me jour
embryonnaire par une alimentation ad /ibitum des femelles gestantes avec un régime réduit de
40% en protéines (R05-10 (SAFE, Scientific animal food & engineering)) par rapport au
régime contrdle (AO3 (SAFE)) (Tableau 2). A la naissance, les souriceaux ont été adoptés par
une femelle contrdle ayant mis bas le méme jour. Ceci nous a permis de contrdler
I’alimentation des souriceaux par la taille des portées, sans avoir le biais d’une remise a
niveau des stocks maternels en parallele (non contrélables et fluctuants avec le temps). Les
portées ont été nivelées a 6 petits par mere dans le cas d’une nutrition normale (RCIU-N), 3
petits par mére dans le cas d’une surnutrition (RCIU-S), et 10 petits par mere dans le cas
d’une restriction alimentaire (RCIU-R), en période de lactation. Ces trois groupes ont ¢été

comparés a un groupe dit contrdle, normalement nourri en période de gestation et de lactation.

Le poids et la taille naso-anale des feetus ont ét€¢ mesurés a E;ss, Ej75 et Ess sur des femelles
primipares. Le gain de poids en période postnatale a également été suivi individuellement 3

fois par semaines a partir du 5™ jour de vie (P5) jusqu’a 3 mois (P90). La cohorte a été
sacrifiée a I’dge de 3 mois sous anesthésie par isofluorane. Le sang a été récupéré par

ponction cardiaque avec de ’EDTA pour dosages hormonaux. Divers organes d’intéréts
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(cerveau, foie, tissus adipeux périrénal, sous-cutan¢ et abdominal, rein, efc.) ont été prélevés,
pesés, congelés sur carboglace et stockés a -80°C, ou fixés au PFA 4%. Ce projet a été validé

par le comité d’éthique Charles Darwin (n° d’agrément Ce5/2011/021).

Coloration hématoxyline et éosine : Les reins des souris ont été fixés au PFA 4% puis inclus
en paraffine pour analyse histologique. Des coupes de 7 microns ont été réalisées. Les coupes
ont été colorées a I’hématoxyline/€osine. Cette analyse a été effectuée en collaboration avec

I’équipe de Marc Lombes (UMR-S 1185, Faculté de médecine Paris Sud, le Kremlin Bicétre).

Analyses statistiques : Les résultats sont présentés comme la moyenne + SEM. La
comparaison entre les différents groupes est réalisée par un one-way ANOVA avec un test
post-hoc Newman Keuls. La courbe de croissance est analysée par un two-way ANOVA avec
un test post-hoc Bonferroni. Les différences significatives sont représentées par des

astérisques, avec * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Résultats :

Impact de la restriction sur la croissance foetale et postnatale.

Dans un premier temps, nous avons validé que le protocole d’alimentation des
femelles gestantes avec un régime hypo-protéique a partir de E;55 engendrait bien un RCIU.
La mesure et la pesée des feetus a Ejss, Ej75 et Eigs confirment un effet significatif de la
restriction protéique, avec des foetus significativement plus petits et plus légers a E g5 (Figure
47). De maniere intéressante, la distinction des foetus en fonction de leur sexe laisse apparaitre
un dimorphisme sexuel dans la sensibilité a la restriction maternelle protéique : les males
semblent effectivement étre affectés rapidement apres la mise en place du régime alimentaire,
avec une différence significative du poids et de la taille a partir du 17°™ jour de gestation
(Figure 47 A, C). Chez les femelles en revanche, I’impact de la restriction semble plus tardif,
avec une altération de la taille et du poids significative a partir de 18 jours de gestation

(Figure 47 B, D).
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Figure 48 : Courbes de croissances postnatales en fonction de la nutrition périnatale chez des

souris RCIU. Suite a un RCIU, la taille des portées est normalisée a 3 petits par mere pour une
surnutrition (RCIU-S), 6 petits pour une alimentation normale (RCIU-N) et 10 petits pour une
restriction alimentaire (RCIU-R). Le poids corporel est suivi 3 fois par semaine entre P5 et
P90 chez les males (A.) et les femelles (B.) comparés a un groupe controle. Moyenne + SEM,
n=10-13 par groupe. Statistiques : Two-Way ANOVA et test post-hoc Bonferroni, avec
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Ces résultats montrent que la restriction protéique de 40% durant la 3™ semaine de
gestation est suffisante pour induire un RCIU, et révelent un comportement différent des
feetus males et femelles dés le stade inm wutero. Nous avons poursuivi 1’étude du
développement staturo-pondéral en période postnatal et testé 1’effet de divers régimes

alimentaires en période de lactation.

Chez les males, les courbes de croissances indiquent que les souris nées avec un RCIU et
restreintes en période de lactation (RCIU-R) ne présentent pas de rattrapage de la croissance.
Les souris RCIU-R ont une croissance diminuée de maniére permanente par rapport aux
contrdles, malgré un acces ad libitum a une alimentation normale apres le sevrage nutritionnel
naturel a 16 jours de vie (Figure 48 A). Les souris RCIU normalement nourries durant la
lactation (RCIU-N) et sur-nourries (RCIU-S) présentent un rattrapage de croissance rapide
(poids identique au controle dés P5). De plus, elles développent un poids corporel
significativement plus élevé que les contrdles a partir de 60 et 64 jours respectivement, et qui

perdure par la suite (Figure 48 A).

Les souris femelles nées avec un RCIU et restreintes en période de lactation (RCIU-R)
présentent un poids diminué deés PS5, et ne présentent pas non plus de rattrapage de la
croissance. Les femelles RCIU-N possedent une courbe de croissance identique a celle des
contrdles avec un rattrapage trés rapide de la croissance dés P5. Les RCIU-S tendent quant a

elles a devenir plus lourdes a 3 mois de vie, mais de fagon non significative (Figure 48 B.).

Nous avons ensuite analysé si le développement de 1’axe somatotrope pouvait étre
impacté par la dénutrition in utero, et si les souris nées avec un RCIU pouvaient présenter une

taille naso-anale différente des souris contrdles a 1’age adulte.

Les souris RCIU femelles présentent globalement une tendance a étre plus petites que les
controles indépendamment de leurs régimes postnatals précoces, bien que non significative
(Figure 49 A). En ce qui concerne les males, seules les souris RCIU-R sont significativement
plus petites que les souris contrdles a I’age adulte. La une taille identique entres les RCIU-N
et les controles suggere que le RCIU ne semble pas impacter la programmation de I’axe

somatotrope. En revanche, ces augmentations du poids des souris associées au
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maintien de leur taille, suggérent une altération du métabolisme. Nous avons donc mesuré
I’index de Lee qui correspond a I’indice de masse corporel (IMC) chez la souris (Figure 49
B). Nos résultats montrent une augmentation significative de I’IMC dans les deux sexes pour
les souris sur-nourries suite a un RCIU (RCIU-S) comparativement aux controles. A I’inverse,
I’IMC n’est pas significativement modifié¢ chez les RCIU-R, pour les deux sexes, bien qu’une
tendance a la diminution soit observée. De plus, on observe que la nutrition normale au cours
de la lactation suite a un RCIU (RCIU-N) engendre un IMC augmenté a I’age adulte chez les
males spécifiquement (Figure 49 B). Ces résultats indiquent ainsi que les souris males RCIU-
S (sur-nourries) et RCIU-N (normalement nourries) pourraient présenter un ratio masse
grasse/masse maigre augmenté, ce qui pourrait potenticllement &tre associé a des

dérégulations du métabolisme.

i/BW(g)/Lenght(cm)

>
W

0.30

0.284

0.261
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Figure 49 :_Effet du RCIU sur la taille et I’'index de Lee chez la souris. Taille naso-anale a 3

mois (A.) et Index de Lee (B.). Mesures effectué¢es dans les différents groupes de souris RCIU
restreintes (RCIU-R), normalement nourries (RCIU-N) ou sur-nourries (RCIU-S) en période
de lactation, chez les femelles (F) et les males (M). L’index de Lee, indice de masse

3\/PoidsCorporel
Taille Naso—anale’

corporelle chez les rongeurs, est calculé selon la formule Moyenne + SEM,

n=8-14 par groupe. Statistiques : One Way Anova et test post-hoc Newman-Keuls, avec

*=p<0.05 X vs Controle du méme sexe.
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Figure 50 : Données anthropométriques des souris adultes nées avec un RCIU. Le poids des

organes est mesuré a 1’age de 3 mois dans les différents groupes de souris RCIU restreintes
(RCIU-R), normalement nourries (RCIU-N) ou sur-nourries (RCIU-S) en période de
lactation, chez les femelles (F) et les males (M). Poids du foie (A.), poids du cceur (B.), poids
du rein (C.), poids du cerveau (D.), poids relatif du cerveau par rapport au poids corporel (E.).
Moyenne + SEM, n=9-15 par groupe. Statistiques : One Way Anova et test post-hoc

Newman-Keuls, avec *=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001 X vs Controle du méme sexe.



Données anthropométriques chez des souris a I’dge adulte nées avec un RCIU.

Afin d’étudier la masse maigre chez nos souris, différents organes ont été récupérés et
pesés afin de réaliser une analyse anthropométrique. La restriction chez les RCIU (RCIU-
R) induit dans les deux sexes un foie, un cceur et des reins plus petits par rapport aux
controles (Figure 50 A - C). La nutrition normale (RCIU-N) engendre, seulement chez les
males, un cerveau, un foie et des reins plus gros que les contrdles, tandis que les femelles
RCIU-N ne présentent pas de différence avec les contrdles (Figure 50 A, C et D). La
surnutrition en période de lactation (RCIU-S) induit chez les males un phénotype comparable
aux RCIU-N, avec un cerveau, un foie et des reins plus gros que les males controles. Chez les
femelles, la surnutrition engendre un cerveau plus gros que les femelles controles (Figure 50
D). De manicre intéressante, le poids relatif des organes par rapport au poids corporel n’est
pas modifié pour le foie, le cceur et le rein chez les souris nées avec un RCIU quel que soit la
nutrition postnatale précoce. De plus, le poids relatif du cerveau est également inchangé pour
les groupes RCIU-S et RCIU-N (Figure 50 E). Ces résultats indiquent une altération
homogéne du poids des organes par rapport au poids global. En revanche, les souris RCIU-R
présentent un poids relatif du cerveau augmenté dans les deux sexes, ce qui suggere un

développement préservé du cerveau suite a une dénutrition périnatale importante.

Comme attendu aux vues des précédentes publications (Bueno, M. P. ef al., 2010), le
RCIU induit, par notre modéle de nutrition hypo-protéique de la femelle gestante a partir de
Eiss une diminution de la densité glomérulaire indépendamment de la nutrition postnatale et
suggere une diminution de la capacité de filtration glomérulaire (Figure 51) (analyse réalisée

par le Dr. Marc Lombes).

Figure S51: Estimation de la densité
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@
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Nous avons ensuite étudi¢ la masse grasse de nos souris. Pour cela, nous avons
récupéré et pesé les tissus adipeux péri-rénaux, sous-cutanés et péri-gonadiques dans nos
différents groupes (Figure 52). De maniére intéressante, la restriction chez les RCIU (RCIU-
R) n’induit pas de différence significative du poids des différents tissus adipeux par rapport
aux contréles. Cependant une forte tendance, bien que non significative, a la baisse pour le
tissu adipeux sous-cutané a été notée. La nutrition normale chez les RCIU (RCIU-N) induit
une augmentation significative du poids du tissu adipeux péri-gonadique et une forte tendance
pour le tissu adipeux péri-rénal seulement chez les males (Figure 52 B.). L’absence de
différence observée chez les femelles est en accord avec les indications obtenues avec 1’index
de Lee. La surnutrition en période postnatale précoce suite a un RCIU (RCIU-S) engendre une
augmentation du tissu adipeux sous cutané et péri-gonadique dans les deux sexes, et une

augmentation du tissu adipeux péri-rénal chez les males (Figure 52).

Discussion :

Afin d’étudier la fenétre de susceptibilité de la programmation de I’axe somatotrope
ainsi que la susceptibilité aux pathologies ultérieures, nous avons mis en place un modele de
RCIU par un régime maternel hypo-protéique a partir de E;s 5. La taille des portées a ensuite
été modifi¢e afin d’induire en période de lactation une nutrition restreinte (RCIU-R), normale
(RCIU-N) ou une surnutrition (RCIU-S). Les résultats préliminaires indiquent que la
croissance staturale postnatale ne semble pas étre impactée par le RCIU a lui seul. Les souris
nées avec un RCIU présentent a 1’dge adulte un indice de masse corporelle et des

modifications des données anthropométriques suggérant des atteintes métaboliques.

Les données préliminaires de ce travail, ont permis de vérifier la validité du modéele de
souris pour I’induction du RCIU, ainsi que I’impact de I’alimentation au cours de la lactation
chez ces souris. Les résultats de cette étude montrent que la restriction protéique in utero
induit un retard de croissance, caractérisé par une cassure de la courbe de croissance feetale et
une diminution d’environ 7% du poids a E ;g5 (-4% pour les males et -11% pour les femelles).
La nutrition au cours de la période in utero semble avoir des effets sexes dépendants, avec des
souris males touchées plus précocement que les souris femelles. En effet, la cassure de la

courbe de croissance chez les males est significative dés E,7 s, tandis que les femelles ont une
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cassure de la courbe de croissance plus tardive significative a E;gs. Ces données suggerent
probablement une capacité d’adaptation placentaire accrue chez les feetus femelles, comme
cela a préalablement été suggéré (Aiken, C. E. et al., 2013). Ces observations ont notamment
permis d’émettre 1’hypothése d’un investissement maternel au cours de la conception qui
serait différent entres les males et les femelles (Aiken, C. E. et al., 2013). Ces données
indiquent ainsi I’existence d’un important dimorphisme sexuel en réponse au RCIU dé¢s le

stade fecetal.

Concernant la croissance postnatale, le rattrapage rapide de la croissance chez les
souriceaux RCIU induit par une nutrition normale au cours de la lactation (RCIU-N)
n’engendre pas de modification significative staturale dans les deux sexes. Cependant, le
maintien de la restriction au cours de la lactation (RCIU-R) engendre une altération staturale
durable. Ces données nous indiquent que la période feetale ne semble pas impacter la
programmation de I’axe somatotrope ou serait en partic modulée par I’alimentation en période
postnatale précoce. Ainsi, la période postnatale précoce semble d’importance majeure pour

programmer sa mise en place chez la souris.

Afin d’étudier I’impact de la nutrition périnatale sur la susceptibilité aux pathologies
de type cardio-métabolique a I’age adulte, nous avons récupéré et pesé différents organes. En
accord avec de précédentes ¢tudes (Bueno, M. P. et al., 2010), les reins issus des souris ayant
subits un retard de croissance intra utérin présentent moins de glomérules dans les deux sexes.
Cette diminution du nombre de glomérule peut étre associée avec une diminution des
capacités de filtration glomérulaire a 1’age adulte, qui pourrait faciliter 1’apparition

d’hypertension artérielle avec 1’age.

Concernant I’indice de masse corporelle des souris, les males RCIU-N présentent a
I’age adulte une augmentation de leur IMC associée a des altérations du poids des tissus
adipeux et des données anthropométriques avec un cerveau, un foie et des reins plus gros.
L’augmentation de leur IMC suggere la mise en place d’une obésité a 1’dge adulte. De
maniere intéressante, chez les males, les souriceaux nés avec un RCIU, qu’ils soient

normalement nourris (RCIU-N) ou sur-nourris en période de lactation (RCIU-S) semblent
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présenter un phénotype comparable a 1’age adulte. Ainsi, pour un nouveau-né RCIU
pronostiquant un environnement nutritionnel appauvri, un rattrapage rapide de la croissance
induit pas une re-nutrition normale semble étre considéré comme une surnutrition. Chez les
femelles, qui présentent une moindre sensibilité in utero a la restriction protéique, seule une
surnutrition peut entrainer une modification du poids a 1’age adulte et de I’indice de masse
corporel. Les altérations de I’indice de masse corporel et du poids des organes sont en accord
avec I’émergence des pathologies de type cardio-métabolique a I’age adulte et devront étre
analysées. Notre modele d’altération de la nutrition périnatale établit des résultats
préliminaires qui doivent étre complétés par des analyses histologiques et moléculaires des
tissus comme le foie et le tissu adipeux afin de détecter d’éventuelles altérations. Une
coloration a I’0il red O nous permettra par exemple d’observer I’accumulation de lipides et de
déterminer une éventuelle mise en place de stéatose hépatique. Nos résultats suggérent un
risque pour ces souris de développer des pathologies de type cardio-métabolique avec 1’age.
Ainsi, des tests de tolérance au glucose et a I’insuline, ainsi que des mesures des profils
lipidiques et de la pression artérielle seraient a réaliser. A 1’inverse, le maintien de la
restriction en période postnatale précoce (RCIU-R) ne semble pas induire d’altération
métabolique notable. Ces résultats préliminaires font 1’objet d’une suite par un projet de theése

réalisé par Sarah Saget au sein du laboratoire.

Les analyses postnatales des RCIU normalement nourris (RCIU-N) mettent également
en évidence un dimorphisme sexuel avec les femelles qui ne présentent pas d’altérations
phénotypiques a 1’age adulte. Au vu de ces résultats, on peut supposer que les males
présenteraient avec 1’age des pathologies de type cardio-métabolique probablement plus
précocement que les femelles. Nos résultats seraient en accords avec de nombreuses études
qui démontrent un dimorphisme sexuel dans I’émergence des pathologies adultes suite a une
altération de ’environnement anténatal, avec des males plus sujets aux pathologies adultes

que les femelles (Aiken, C. E. ef al., 2013).

De manicre intéressante, chez les RCIU-R males et femelles, le ratio du poids du
cerveau par rapport au poids corporel de la souris est augmenté suggérant un développement

préservé du cerveau par rapport au reste de 1’organisme, probablement afin de préserver au
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mieux les fonctions neurologiques. Les capacités de mémorisation et d’apprentissage dans nos

différents groupes seront donc également a étudier.
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Les résultats obtenus au cours de ma thése ont permis de mettre en évidence une
corrélation directe entre les concentrations en IGF-1 et en leptine et la programmation de
I’axe somatotrope. Ces deux hormones fortement régulées par la nutrition semblent capables
de stimuler la croissance axonale des neurones a GHRH en période postnatale précoce, et
d’assurer ainsi la mise en place des cellules somatotropes hypophysaires. Les neurones a
GHRH issus des souriceaux restreints en période de lactation sont quant a eux résistants a la
stimulation de la croissance axonale par I’'IGF-1 et la leptine. En revanche, la mise en place
d’un modéle de RCIU indique que la période anténatale ne semble pas impacter la
programmation de I’axe somatotrope. En outre, ce modele nous permettra d’étudier a plus
long terme 1’émergence des pathologies de type cardio-métabolique en fonction de la nutrition

périnatale.

Les résultats de ces études mettent en évidence les mécanismes précoces de la
programmation de I’activité¢ de 1’axe somatotrope a I’age adulte. Dans un premier temps, je
me suis attachée a vérifier I’'impact d’une dénutrition postnatale précoce sur notre modele de
souris sur fond génétique C57 Bl/6J, différent du fond génétique mixte 129/SvPas x C57
B1/6J précédemment utilisé (Kappeler, L. ef al., 2009). Dans mon étude, les résultats obtenus
dans le cadre d’une restriction alimentaire en période postnatale précoce sur la programmation
de I’axe somatotrope sur un fond génétique C57 Bl/6J sont en accord avec les précédents
résultats obtenus par Kappeler ef al. sur un fond génétique mixte (129/SvPas x C57 BIl/6J)
(Kappeler, L. et al., 2009). En effet, la restriction induit chez les souris une altération staturo-
pondérale permanente, avec un effet plus marqué chez les males. De plus, les souris
présentent une diminution de I’innervation de 1’éminence médiane par les neurones 8 GHRH
de maniere transitoire (P10), associée a une hypoplasie hypophysaire en cellules somatotropes

(dés P20).

Nos résultats sont également en accord avec ceux obtenus sur les souris Igf-Ir
hétérozygotes spécifiquement au niveau du SNC, qui présentaient un défaut transitoire
d’innervation des neurones a GHRH, associé¢ a une hypoplasie hypophysaire permanente des
cellules somatotropes (Kappeler, L. et al., 2008). Ces résultats nous permettent de faire le lien
entre nutrition postnatale précoce et programmation de 1’axe somatotrope par I’intermédiaire
de ’'IGF-1. Nos résultats ont ainsi montré que la restriction au cours de la lactation induite par

une augmentation de la taille des portées, chez les souris C57B6, était suffisamment
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importante pour altérer la mise en place de 1’axe somatotrope, et conforte ainsi la relevance
physiologique de la programmation de cet axe. Néanmoins, nous avons également observé
que certains paramétres de 1’axe somatotrope semblent moins fortement impactés chez les
souris C57 Bl/6J restreintes que chez les souris C57 Bl/6J x 129/SvPas restreintes. Ces
résultats suggerent que la programmation de 1’axe somatotrope par la nutrition et 'IGF-1
pourrait étre modulée selon le fond génétique. En effet, I'impact d’un défaut de signalisation
IGF-1 semble étre dépendant du fond génétique utilisé (Xu, J. ef al., 2014). 1l a notamment
¢té montré que les souris 129Sv/Pas présentent une activité de 1’axe somatotrope plus élevée
que les C57 BlI/6J (Xu, J. et al., 2014). Dans ce sens, les souris 129/SvPas présentent une
taille supérieure, ainsi que des taux circulants d’IGF-1 et d’ALS augmentés par rapport aux
souris C57 Bl/6J. Les capacités de phosphorylations de I’IGF-1R sont également supérieures
chez les 129/SvPas. Ainsi, les souris 129/SvPas semblent plus sensibles a I’inactivation
hétérozygote d’Igf-1r (Xu, J. et al., 2014). Ces résultats suggérent également que I’action
stimulatrice de I’IGF-1 sur la croissance axonale des neurones 8 GHRH du noyau arqué
pourrait étre également modulée en fonction du fond génétique utilisé. De plus, il est possible
que le timing de mise en place de cet axe varie. En effet, le poids des souris 129/SvPas est
plus important que les souris C57 Bl/6J des 7 jours de vie (Figure 53). Cependant, il ne faut
pas négliger I’'investissement maternel qui varie également beaucoup entres ces deux souches
de souris. Ainsi, une femelle 129/SvPas aura plus tendance a s’occuper de ces petits et a les
nourrir, a la différence d’une femelle C57 Bl/6J qui passera moins de temps a s’occuper de

ses petits. De plus la composition du lait pourrait également varier.

Les souris C57 Bl/6] restreintes en période de lactation présentent une diminution des
taux circulants en IGF-1 et en leptine dés 10 jours de vie. Afin d’étudier le role de I'IGF-1, de
la leptine et de I’insuline, trois hormones fortement régulées par la nutrition, nous avons tout
d’abord vérifié un potentiel impact sur la survie des neurones 8 GHRH. Bien que I’insuline
soit essentielle a la survie des explants en culture, le nombre de neurones a GHRH est
identique quel que soit la nutrition, indiquant que la baisse de ces hormones n’impacterait pas
ou peu I’ontogénie des neurones a GHRH. Afin d’étudier un éventuel impact sur la croissance
axonale de ces neurones, nous avons ensuite réalisé des cultures d’explants issus de noyau
arqué d’hypothalamus de souriceaux C57 Bl/6J agés de 7 jours. Les explants ont ensuite été
traités pendant 24H avec de I’'IGF-1, de la leptine ou de I’insuline. L’analyse de la taille des

axones montre que, chez les souris normalement nourries, I’IGF-1 stimule la croissance
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axonale des neurones & GHRH de maniére préférentielle. Cette action est réalisée par
I’intermédiaire de son récepteur IGF-1R et de 1’activation des deux voies de signalisations
PI3K/AKT et MAPK. La leptine quant a elle, stimule la croissance axonale des neurones du
noyau arqué de maniere plus globale, incluant les neurones régulant la prise alimentaire
(NPY/AgRP et POMC/CART) (Bouret, S. G. et al., 2004) ainsi que les neurones 8 GHRH
(travail de thése). L’action stimulante de la leptine sur la croissance axonale des neurones a
GHRH et des neurones régulant la prise alimentaire est cohérente avec le concept du
DOHAD, et avec la reprogrammation du métabolisme au cours du développement en réponse
a une restriction alimentaire. L’impact de 1’insuline est plus limité puisque seule une
concentration (1uM) permet d’induire une croissance axonale significative des neurones a

GHRH, stirement via I’IGF-1R.

Nous avons donc montré que I’IGF-1 et la leptine peuvent agir sur les neurones a
GHRH et promouvoir leur croissance axonale. Les souris restreintes en période de lactation
présentent un retard d’innervation de 1’éminence médiane a 10 jours de vie. Cependant,
I’innervation ne semble pas altérée au niveau latéral de I’éminence médiane a la différence du
niveau médian. Cette observation suggere une hétérogénéité¢ de la population de neurones a
GHRH. Cette hétérogénéité peut étre engendrée par différents facteurs comme 1’dge des
neurones et/ou leur localisation, ’environnement de I’éminence médiane (facteurs de

croissance...) ou encore la sous-population de neurones 8 GHRH.

Concernant I’age et/ou la localisation des neurones 8 GHRH, ceux-ci sont localisés tout le
long du noyau arqué, et la mise en place de I’hypothalamus se fait selon un processus
« outside-in ». De ce fait, les neurones a GHRH situés sur la partie latérale du noyau arqué
sont plus agés que les neurones a8 GHRH situés au niveau médian (Markakis, E. A., 2002;
Caqueret, A. et al., 2006). Dans ce sens, le défaut d’innervation de 1I’éminence médiane par
les neurones a GHRH, observé a 10 jours de vie pourrait s’expliquer par une croissance
axonale moins élevée des neurones situés au niveau médian et donc plus jeunes, tandis que les
neurones plus agés auraient déja atteints leur cible. De la méme fagon, nous avons montré que
les axones des neurones a GHRH semblaient réaliser une boucle dorso-postérieure pour
rejoindre 1’éminence médiane. Ainsi, les neurones a GHRH situés au niveau postérieur du
noyau arqué pourraient étre plus proches de leur cible que les neurones 8 GHRH situés a un

niveau antérieur. Les neurones a GHRH localisés au niveau postérieur pourraient ainsi
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atteindre I’éminence médiane plus rapidement, et étre donc moins impactés par la diminution
de la concentration en IGF-1 et en leptine induite par la restriction au cours de la lactation.
Dans ce sens, il a ét¢ montré que I’action de la leptine sur les neurones régulant la prise
alimentaire était différente en fonction du lieu de projections des neurones. En effet, les
neurones & NPY/AgRP innervent tout le PVH en fonction de la concentration en leptine, les
neurones aMSH innervant la partie latérale du PVH ne sont pas sensibles a la stimulation de
la croissance axonale par la leptine (Bouyer, K. et al., 2013). Afin de vérifier notre hypothese,
une immunohistochimie in fofo sur les neurones a GHRH, suivie par une transparisation du
cerveau selon le protocole de type 3DISCO (Erturk, A. ef al., 2012) seraient a réaliser. Cette
expérience nous permettrait de suivre les neurones a GHRH grace a une visualisation en 3
dimensions du cerveau. On pourrait ainsi détecter une potentielle différence de croissance
axonale en fonction de la localisation neuronale, et ainsi détecter un potentiel impact

différentiel de la restriction alimentaire en fonction de cette localisation.

L’impact de ’IGF-1 et de la leptine pourrait également varier en fonction de la sous-
population de neurones a GHRH. En effet, ces neurones peuvent co-localiser avec la
dopamine (DA), la galanine (GAL) et la neurotensine (TN) et la thyrosine hydroxylase (HT).
Ces co-localisations de neurones sont situées majoritairement au niveau ventro-latéral du
noyau arqué (Bouyer, K. et al., 2007). De plus, certaines sous-populations de neurones a
GHRH semblent étre activées par I’hypoglycémie, ce qui suggere un lien entre
I’hypoglycémie et la sécrétion de GH a role hyperglycémiant (Stanley, S. ef al., 2013). Un
potentiel effet différentiel de I’IGF-1 ou de la leptine sur ces différentes sous populations
neuronales n’est donc pas a négliger. Dans ce sens, il a ét¢ montré que I’'lGF-1 pouvait
stimuler la croissance axonale de certaines sous-populations neuronales comme les neurones
corticaux (Ozdinler, P. H. ef al., 2006). Cependant, dans une autre é¢tude, I’lGF-1 n’impacte
pas la croissance axonale des motoneurones corticospinaux, ce qui suggere une réponse
variable a I'IGF-1 en fonction de la sous-population neuronale et/ou des conditions
d’expérimentations (Ozdinler, P. H. et al., 2006; Hollis, E. R., 2nd et al., 2009). De méme, la
leptine stimule la croissance des neurones régulant la prise alimentaire (Bouret, S. G. et al.,
2004), avec cependant un effet moindre sur les neurones aMSH (Bouyer, K. et al., 2013).
Afin de tester cette hypothése, des cultures d’explants de noyaux arqués d’hypothalamus,

avec un co-marquage GFP/GAL ou GFP/TN ou GFP/DA, nous permettraient de distinguer
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d’éventuelles réponses différentes a la stimulation de la croissance axonale par ’IGF-1 ou la

leptine.

Nous avons également montré que I’IGF-1 et la leptine n’étaient plus capables de
stimuler la croissance axonale des neurones 8 GHRH suite a une restriction au cours de la
lactation. Cette résistance implique une altération des capacités de phosphorylation d’AKT
dans le cas de I'IGF-1. On peut supposer, que cette altération des capacités de
phosphorylation d’AKT pourrait étre engendrée par la PI3K. En effet, la PI3K, qui
phosphoryle AKT, est composée d’une sous-unité¢ régulatrice p85 et d’une sous unité
catalytique p110 (Ito, Y. et al., 2014). 1l est a noter qu’il existe deux isoformes de la p85, la
p85a et la p85B, dont les seuils d’activation sont différents. La p85a est la forme
prédominante et est plus sensible a I’activation par IRS. Ainsi, il est possible que la restriction
nutritionnelle durant la lactation induise 1’utilisation de la p85p au détriment de la p85a qui
serait moins présente, ce qui entrainerait une diminution de la phosphorylation d’AKT (Ueki,
K. et al., 2002). On peut également supposer qu'une diminution de I’activit¢ de mTORC2
connu pour phosphoryler AKT pourrait engendrer la résistance observée (Mendoza, M. C. et
al.,2011). De plus, on pourrait également supposer une activité plus importante de PTEN, qui
assure le maintien des niveaux de PIP3 bas et ainsi I’inactivation d’AKT, lors d’une

restriction nutritionnelle.

La suite de ce projet sera d’étudier les mécanismes moléculaires qui pourraient
expliquer la résistance des neurones a8 GHRH issus de souriceaux restreints a la stimulation
par la leptine. Pour cela, il serait nécessaire de stimuler les explants avec de la leptine afin
d’étudier les capacités de phosphorylation des voies JAK/STAT mais également PI3K/AKT
et MAPK. En effet, la leptine active les voies JAK/STAT, PI3K/AKT et MAPK (Fruhbeck,
G., 2006). Les résultats pourront étre vérifiés en réalisant des cultures d’explants stimulés a la
leptine en présence d’un inhibiteur de JAK, comme le Ruxotilinib ou le Tofacitinib, suivi
d’une immunohistochimie pour visualiser les neurones a GHRH. De méme, 1’utilisation
d’inhibiteur de la voie PI3K/ AKT, LY 294002, ou d’inhibiteur de la voie Map-Kinase,
PD 0325901, suite a un traitement a la leptine seraient également a envisager. Ces
expériences nous permettraient de déterminer chez les souris normalement nourries les voies

de signalisation impliquées, et de détecter un éventuel défaut des capacités de
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phosphorylation de ’'une des voies de signalisation chez les souris restreintes. Ces résultats
nous permettraient de comprendre la résistance des neurones a la stimulation par la leptine,

chez les souris restreintes en période postnatale précoce.

Afin de compléter cette étude, il serait intéressant ultérieurement de tester s’il est
possible de réaliser un sauvetage phénotypique des souriceaux restreints par une injection
intrapéritonéale quotidienne d’IGF-1 et/ou de leptine au cours de la lactation (Bozdagi, O. et
al., 2013). En effet, les neurones a GHRH développent une résistance a I’'IGF-1 et a la leptine
a 7 jours de vie qui perdure in vitro. Ainsi un traitement en amont pourrait permettre de
limiter les effets de la dénutrition sur la croissance axonale des neurones a GHRH, et
potentiellement sur la programmation de la croissance. De plus, il a ét¢é montré que
I’altération de la leptine néonatale engendrait une altération de la programmation de la prise
alimentaire (Bouret, S. G., 2010). Ainsi, un traitement a la leptine pourrait prévenir les
altérations métaboliques a I’age adulte. En ce sens, un traitement par injection intrapéritonéale
ob/ob

de leptine chez les souriceaux Lep

neurones 8 NPY/AgRP et POMC/CART (Bouret, S. G. et al., 2004; Bouyer, K. et al., 2013).

entre P4 et P14 restaure 1’innervation du PVH par les

Afin de déterminer la fenétre de susceptibilité de programmation de 1’axe somatotrope,
I’impact d’une restriction en période anténatale a également été étudié. En effet, les neurones
4 GHRH commencent & se mettre en place au début de la 3°™ semaine de gestation chez la
souris (Burgunder, J. M., 1991). Un mod¢le de retard de croissance intra-utérin a donc été
initié par une alimentation iso-calorique maternelle avec -40% de protéines. Par la suite, la
taille des portées a été normalisée afin que les souriceaux soient restreints (RCIU-R),
normalement nourris (RCIU-N) ou sur-nourris (RCIU-S) en période de lactation. Nos
résultats suggerent que le RCIU a lui seul ne semble pas altérer la programmation de 1’axe
somatotrope. En effet, les RCIU-N ont la méme taille naso-anale que les contrdles.
Cependant, le RCIU semble favoriser la susceptibilit¢ aux pathologies métaboliques
ultérieures (obésité chez les males deés P90, augmentation des tissus adipeux, foie...), ce qui
est en accord avec le principe du DOHaD (Hattersley, A. T. ef al., 1999; Ozanne, S. E. et al.,
2002; Bateson, P. et al., 2004). En effet, les males RCIU normalement nourris (RCIU-N) et

les males et femelles RCIU sur-nourris (RCIU-S) présentent a I’age adulte une augmentation

de leur indice de masse corporelle, associée a une altération des données anthropométriques et
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notamment a une augmentation du poids des tissus adipeux. Les RCIU-R males et femelles
présentent une diminution de leur indice de masse corporelle et de leurs données
anthropométriques ainsi qu’un poids du cerveau préservé comparativement au poids de la
souris. Ces données suggerent que le développement du cerveau a été partiellement préservé
lors du développement. Dans I’ensemble, ces données suggerent qu’une partie de la période
postnatale précoce est impliquée dans ces altérations métaboliques. Ainsi, ’ensemble de la
période périnatale apparait comme trés susceptible a 1’environnement nutritionnel concernant
les pathologies métaboliques adultes. Par la suite, des analyses seront nécessaires afin
d’étudier I'impact de I’environnement postnatal précoce sur ces souriceaux nés avec un
RCIU. Par exemple, des études histologiques des différents tissus & 3 mois et a 1 an pourront
étre réalisées afin de détecter une éventuelle stéatose hépatique chez les souris RCIU-S et
RCIU-N, ou au niveau des tissus adipeux afin d’étudier le nombre et la taille des adipocytes
(Ong, K. K. et al., 2000; Holzenberger, M. et al., 2001). De plus, des analyses des pathologies
a I’age adulte seront également réalisées avec notamment des tests de tolérance au glucose ou
a ’insuline, des mesures de la lipidémie ou encore des mesures de la pression artérielle.
L’¢tude de la prise alimentaire avec des cages métaboliques serait également intéressante et
nous permettrait d’observer une éventuelle hyperphagie des souris RCIU-N et RCIU-S. De
plus, ’analyse du métabolisme énergétique par calorimétrie indirecte permettrait d’affirmer si
I’augmentation de I'IMC est due a une dérégulation de la prise alimentaire et/ou du
métabolisme énergétique. Les souris RCIU-R semblent quant a elles présenter moins de
susceptibilité aux pathologies de type cardio-métabolique ultérieur en raison de 1’absence de
rattrapage rapide de la croissance, qui est connu pour augmenter cette susceptibilité. Leur
étude permettrait d’étudier si un de ces parametres en particulier est protégé lorsque 1’on
maintien des apports nutritionnels cohérents entre la période feetale et postnatale précoce. En
revanche, une bonne vitesse de croissance en période postnatale précoce est nécessaire au
développement correct du cerveau (Alexeev, E. E. et al.,, 2015). Ainsi, de potentielles
altérations neurologiques chez les RCIU-R sont possibles. Dans ce sens, des tests des
capacités d’apprentissage et de mémorisation, avec la piscine de Morris par exemple, seraient
a prévoir. Ces résultats pourraient nous permettre d’optimiser la nutrition en période de

lactation suite a un RCIU, afin d’allier capacités neurologiques et fonctions métaboliques.

De plus, il est important de noter que 1’on observe un dimorphisme sexuel dans le

phénotype induit par la restriction alimentaire au cours de la lactation. En effet, les males
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semblent plus sensibles que les femelles aux altérations nutritionnelles en période postnatale
précoce, avec une altération plus importante des courbes de croissance chez les males que

chez les femelles. Plusieurs hypothéses peuvent étre émises sur ce sujet.

La premiere hypothése s’appuie sur I’hypoplasie hypophysaire permanente en cellules
somatotropes présente chez les souris restreintes. Cette hypoplasie pourrait engendrer une
possible altération du réseau fonctionnel des cellules somatotropes et donc une moins bonne
coordination de sécrétion de GH comme observé dans le cas d’une ablation des neurones
GHRH (Bonnefont, X. et al., 2005). Cet impact serait d’autant plus important chez les males
étant donné le profil de sécrétion pulsatile de la GH. En effet, les males présentent une
pulsatilit¢ de GH associée a de grands pics réguliers et séparés par de faibles concentrations,
tandis que les femelles présentent des pics de moindres amplitudes plus rapprochés et une
concentration basale plus importante (Farhy, L. S. ef al., 2002; Holt, R. 1., 2002). Ainsi, une
altération de ’organisation de I’hypophyse pourrait induire une altération de la sécrétion de
GH plus importante chez les males par rapport aux femelles. De plus, on observe chez les
femelles une stimulation directe par les cestrogénes des voies de signalisation activées par
I’IGF-1R. Cela pourrait également contribuer a limiter les conséquences d’un éventuel défaut

de sécrétion de GH.

La deuxieme hypothese concerne le dimorphisme sexuel des neurones 8 GHRH induit par le
pic de testostérone néonatal (Chowen, J. A. et al., 2004). En effet, il a été observé qu’en
absence de ce pic, les souris males présentaient une féminisation de la pulsatilit¢ de la GH.
Inversement, une injection de testostérone néonatale chez les femelles engendre une
masculinisation de la pulsatilit¢ de leur sécrétion de GH. Ainsi, les stéroides sexuels
pourraient étre impliqués dans la programmation de 1’axe somatotrope. Une conséquence
pourrait étre que les neurones a GHRH males répondent différemment par rapport aux

neurones & GHRH femelles a la stimulation de leur croissance axonale par I’IGF-1.

Il serait intéressant d’étudier un éventuel impact différent chez les males et les femelles de la
nutrition sur la programmation de 1’axe somatotrope. Pour cela, nous pourrions étudier
I’impact de I’IGF-1 sur la croissance axonale des neurones a GHRH issus de souris males et
femelles séparément. En effet, jusqu’a présent les cultures d’explants ont été réalisées sur un
mélange de souris males et femelles, afin d’obtenir une quantité suffisante de matériel pour
les expériences. Dans un premier temps, les roles de I’IGF-1 et de la leptine sur des cultures

d’explants de noyaux arqués de souris males et femelles normalement nourries
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Figure 54 : Fréquence de I’ouverture vaginale des femelles RCIU. Les mesures sont réalisées

sur les femelles nées avec un RCIU normalement nourries (contréle), sur-nourries (RCIU-S),
nourries normalement (RCIU-N) ou restreintes (RCIU-R) en période de lactation. Fréquence
d’ouverture vaginale en fonction de 1’age (A.), age auquel 50% des femelles présentent une
ouverture vaginale (50% ouverture vaginale (O. V.)) (B.), 50% O.V. reporté sur le poids (C.),
n=6-16 par groupe.



seront a étudier. Dans un second temps, les cultures d’explants seront réalisées sur des souris
restreintes en période de lactation, afin de détecter s’il existe un dimorphisme sexuel de
I’impact de I’altération nutritionnelle sur les neurones a GHRH. Si de tels effets sont mis en
évidence il serait alors également intéressant de réaliser dans un troisiéme temps les mémes
expériences sur des explants issus de males castrés a la naissance et sur des explants issus de
femelles ayant subies une injection néonatale de testostérone. Ces expériences nous
permettraient de confirmer le role de la testostérone sur la maturation postnatale précoce des

neurones a GHRH, ainsi que sur le développement de I’axe somatotrope.

Durant ma these, j’ai pu observer que le développement de 1’hypothalamus, qui est un
centre intégrateur de l’organisme, semble trés sensible aux facteurs environnementaux.
L’hypothalamus régule plusieurs fonctions et grands axes neuroendocriniens. Afin de mettre
en évidence d’éventuels défauts dans la mise en place de I’axe gonadotrope, la puberté des
souris nées avec un RCIU a été observée par I'intermédiaire de I’ouverture vaginale, qui est
un marqueur externe de puberté chez les femelles (Sanchez-Garrido, M. A. et al., 2013). De
manicre intéressante, on observe que les souris RCIU-N ne présentent pas de différence par
rapport aux souris contrdles (Figure 54). En revanche, le rattrapage rapide de la croissance
induit par une surnutrition (RCIU-S) engendre une ouverture vaginale plus précoce. Les
souris maintenues en restriction (RCIU-R) ont quant a elles une puberté plus tardive que les
souris contrdles. Ainsi, seule la nutrition en période postnatale précoce semble impacter la
mise en place de la puberté chez les femelles. Ces résultats sont en accord avec les résultats
observés chez ’Homme (Proos, L. et al., 2012). Nous avons également reporté 1’age auquel
50% des souris ont débuté la puberté sur les courbes de poids (50% O.V.). Ces données
permettent de mettre en évidence un poids, entre 15 et 17 grammes, qui permettrait I’initiation
de la puberté (Sanchez-Garrido, M. A. ef al., 2013). Des analyses plus approfondies sur les
cycles cestraux et sur I’expression des genes impliqués dans ’axe gonadotrope seront
nécessaires afin de comprendre ces modifications de fonctionnement de 1’axe gonadotrope

chez 1’adulte.

De précédentes études ont associé les défauts de nutrition en période postnatale
précoce avec des altérations de mise en place et de fonctionnement de I’axe gonadotrope
(Leonhardt, M. et al., 2003; Caron, E. et al., 2012). Briévement, au niveau de I’hypothalamus

les neurones a GnRH, localisés dans I’aire préoptique, stimulent la sécrétion de LH et de FSH
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des cellules gonadotropes adénohypophysaires. La LH et la FSH vont ensuite avoir une action
sur les gonades (ovaires ou testicules) pour permettre la sécrétion de stéroides sexuels. Ces
derniers vont notamment pouvoir agir sur les neurones a kisspeptine, localisés dans I’AVPV
et dans le noyau arqué, pour réguler la sécrétion de GnRH et sa synthése respectivement
(d'Anglemont de Tassigny, X. et al, 2010). Des altérations de la nutrition en période
postnatale précoce ont notamment été associées avec des défauts d’innervation des neurones a
GnRH par les neurones kisspeptinergiques du noyau arqué (Caron, E. et al., 2012). Dans
notre modele de modification de la nutrition en période postnatale précoce, ’altération de
I’axe gonadotrope sera donc a étudier. Une analyse de cet axe pourrait étre réalisée par
mesure de la durée des cestrus, mesure des taux de LH et FSH hypophysaires, ainsi que des
concentrations circulantes en stéroides sexuels, et enfin analyse du nombre de follicules
présents dans les ovaires. De plus, une analyse des capacités de reproduction sera également
nécessaire, par mesure de la taille des portées et suivi de la survie néonatale. La continuité du
projet RCIU donnera lieu a un autre projet de thése. De maniére intéressante, la leptine a été
suggérée par 1’équipe de Bouret comme stimulant la croissance axonale des neurones a
kisspeptine (Caron, E. ef al., 2012). L’IGF-1 étant également fortement régulé par la nutrition,
il pourrait aussi présenter un effet sur la croissance axonale de ces neurones a kisspeptine du
noyau arqué. Il serait intéressant d’étudier directement le potentiel role de ces hormones sur la
croissance axonale in vitro des neurones kisspeptinergiques localisés dans le noyau arqué a
I’aide de cultures d’explants issus de souris normalement nourries. Par la suite, les mémes
expériences seraient a réaliser sur des explants issus de souris restreintes en période de
lactation, afin de déterminer un potentiel impact de la restriction alimentaire, sur la réponse

des neurones a kisspeptine a la stimulation de la croissance axonale par la leptine ou I’IGF-1.
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Abstract Lyvianne Decourtye

Impact of perinatal nutrition on the programming of somatotropic axis

Nutrition during lactation in the early postnatal period programs the activity of the
somatotropic axis (GH/IGF-1), which regulates body growth during postnatal development
and plays an important role on adult metabolism. Then, an alteration of nutrition during this
period permanently alters growth of mice and increases their susceptibility to develop
cardiovascular and metabolic pathologies later in life. Mechanisms underlying this
programming are thus of first importance for the life trajectory of the developing organism,
and are in accordance with the DOHaD (developmental origins of health and disease). The
goal of my work was to study the impact of nutrition during the perinatal period on the
programming of the somatotropic axis.

First of all, I studied cellular and molecular mechanisms involved in the regulation of
GHRH neuronal development by nutrition during lactation (P1 to P16). Indeed, 10 days old
restricted pups present decreased plasmatic level of IGF-1, leptin and insulin. At the same
age, they also present a transient alteration of median eminence innervation by GHRH
neurons associated with a decrease of the factor of proliferation and differentiation of
somatotrophs cells, PIT1. This is followed by a permanent pituitary hypoplasia in
somatotrophs cells (GH) by 20 days of age onward. The aim of my work was to decipher if
nutrition through its three major effectors, IGF-1, leptin and insulin, could regulate the
development of GHRH neurons. In this way, we setup an in vitro culture of arcuate nucleus
explants from hypothalami of 7 days old pups. Results obtained from explants of normally fed
pups indicate that IGF-1 preferentially stimulates axonal growth of GHRH neurons. Western
blot analyses indicate that this stimulation is transmitted by the signaling pathway PI3K/AKT
and MAPK. Leptin present a more global effect and is able to stimulate axonal growth of
arcuate nucleus neurons, including GHRH and NPY/AgRP neurons. Insulin doesn’t seem to
stimulate axonal growth of arcuate nucleus neurons. Interestingly, GHRH neurons from
restricted pups are resistant to the stimulation of axonal growth by IGF-1 or leptin. Regarding
IGF-1, this resistance is associated with an alteration of phosphorylation capacities of the
PI3K/AKT pathway, whereas those from IGF-1R and MAPK are not altered.

In a second part of my work, I initiated the study of malnutrition during the fetal
period on the programming of the somatotropic axis to study its window of programming
susceptibility. For this study we generated intrauterine growth retardation (IUGR) from Ejs s
with an isocaloric low protein diet (-40%). At birth, litter size were normalized to 3, 6, or 10
pups per dam in order to obtain overfed, normally fed or restricted pups during lactation. Our
results indicate that [UGR doesn’t seem to impact growth unless if it’s associated with
postnatal restriction. However, our results indicate that [IUGR is associated with an increase in
the body mass index after normal-feeding or over-feeding during lactation. These
modifications are associated with an increase in fat mass portending metabolic alterations
later on.



Résumé de thése Lyvianne Decourtye

Impact de la nutrition périnatale sur la mise en place de I’axe somatotrope

La nutrition au cours de la période postnatale précoce programme 1’activité de 1’axe
somatotrope a I’age adulte (GH/IGF-1). Cet axe est impliqué dans la croissance staturo-
pondérale en période postnatale et joue également un role important dans le métabolisme
adulte. Une altération de la nutrition chez la souris au cours de la lactation (1¥-16"™ jour de
vie) altére la croissance des souriceaux de fagon permanente et augmente leurs susceptibilités
a développer des pathologies cardio-métaboliques a 1’age adulte. Ces observations sont en
accord avec le concept de 1’origine développementale de la santé et des pathologies adultes
(DOHaD). Durant ma these, j’ai étudi¢ I’impact de la nutrition périnatale sur la mise en place
de I’axe somatotrope. Dans un premier temps, j’ai étudié les mécanismes cellulaires et
moléculaires impliqués dans la régulation du développement des neurones a GHRH par la
nutrition durant la lactation. En effet, la restriction nutritionnelle des souriceaux au cours de la
lactation par augmentation des portées a 10 petits par mere induit une diminution des taux
plasmatiques en IGF-1, insuline et leptine a I’d4ge de 10 jours. Ceci est associé a une
diminution transitoire de 1’innervation de I’éminence médiane par les neurones a GHRH a 10
jours de vie et a une diminution de I’expression de Pit-1, facteur de prolifération et de
différenciation des cellules somatotropes hypophysaire (GH"). Ce retard d’innervation induit
une hypoplasie hypophysaire permanente en cellules somatotropes dés 20 jours de vie. Les
résultats obtenus a partir des cultures in vitro d’explants de noyaux arqués micro-disséqués a
partir d’hypothalamus de souriceaux agés de 7 jours normalement nourris indiquent que
I’IGF-1 stimule de fagon préférentielle la croissance axonale des neurones a GHRH. Les
analyses par western blot indiquent que cette stimulation est transmise par les deux voies de
signalisation PI3K/AKT et ERK/MAPK. La leptine présenterait quant a elle un effet plus
global sur les neurones du noyau arqué, stimulant la croissance axonale des neurones 8 GHRH
et des neurones orexigéne a NPY/AgRP. De maniere intéressante, nos données indiquent que
les neurones a GHRH issus de souris restreintes sont résistants a la stimulation de la
croissance axonale par ’IGF-1 ou la leptine. Concernant I’IGF-I, cette résistance est associée
a une altération des capacités de phosphorylation de la voie PI3K/AKT, tandis que celles de
I’IGF-1R et de la voie ERK/MAPK ne sont pas altérées.

Dans un deuxieme temps, j’ai initié¢ 1’étude d’une dénutrition durant la période foetale
sur la mise en place de 1’axe somatotrope afin de déterminer 1’étendue de sa fenétre de
programmation. Pour cela, nous avons induit un retard de croissance intra-utérin a partir de la
3™ semaine de gestation chez des feetus murins par une alimentation maternelle iso-calorique
hypo-protéique (-40%). A la naissance, la taille des portées a été normalisée a 3, 6 ou 10 petits
par mere afin d’induire respectivement une restriction, une nutrition normale ou une
surnutrition en période de lactation. Nos résultats indiquent que le RCIU n’altére pas la
croissance staturo-pondérale, sauf s’il est associé¢ a une restriction nutritionnelle en période
postnatale. Néanmoins, nos données indiquent que le RCIU est associé a une augmentation de
I’indice de masse corporelle suite a une surnutrition ou une nutrition normale durant la
lactation. Ces modifications sont associées a 1’augmentation de tissus adipeux, ce qui laisse
présager des altérations métaboliques a 1’age adulte.



