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!"Rien n'a de sens en biologie,!si ce n'est à la lumière de l'évolution!#"

!

!Theodosius Dobzhansky (1900 – 1975)  
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Figure 1 : Organisation anatomique de l’hypothalamus en connexion avec la 

glande pituitaire. L’hypothalamus se situe à la base du cerveau et est associé avec la 
glande pituitaire. L’hypothalamus se compose de nombreux noyaux hypothalamiques tels 
que le noyau arqué (NA), le noyau ventromedian (VMH), le noyau dorsomedian (DMH), 
le noyau paraventriculaire (PVH) l’aire latérale hypothalamique (ALH) et de l’éminence 
médiane. La tige pituitaire relie l’hypothalamus à la glande pituitaire, formant ainsi l’axe 
hypothalamo-hypophysaire. 
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Figure 2 : Connexions entre les différents noyaux hypothalamiques de la 

régulation du métabolisme énergétique. Représentation des neurones de 1er ordre, 
le noyau arqué, qui communique avec et les neurones de second ordre, comprenant le 
VMH, le DMH, le PVH, et ALH. Les neurones du NA expriment les peptides 
NPY/AgRP, orexigéniques et les neurones exprimant POMC et CART sont 
anorexigènes. Les neurones de second ordre produisent des peptides anorexigènes OT 
(ocytocine), TRH (thyrotropine-releasing hormone, corticotropin-releasing hormone 
(CRH) dans le PVN et des peptides orexigènes ORX (orexin) et MCH (melanin-
concentrating hormone) dans l’ALH. L’ensemble participe à la régulation de la prise 
alimentaire et des dépenses énergétiques. NA : noyau arqué ; VMH : hypothalamus 
ventro-médian ; DMH : hypothalamus dorso-médian ; ALH : aire latérale 
hypothalamique. Adapté de Le thuc et al., 2017. 
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Figure 3 : Organisation des vaisseaux sanguins de la barrière hémato-

encéphalique et des vaisseaux fenêtrés de l’éminence médiane. Schéma représentant 
les cellules endothéliales entourées de péricytes matures constituant la BHE. Ils sont entourés 
d’une épaisse lame basale et de pieds astrocytaires. Les cellules endothéliales de la BHE possèdent 
des jonctions serrées alors que les cellules endothéliales de l’EM présentent des fenestrations. Les 
astrocytes entourent les vaisseaux de l’EM et sont au contact de la membrane basale externe qui 
délimite un espace périvasculaire. Les vaisseaux de l’EM sont également en contact avec les pieds 
tanycytaires. Adapté de Morita-Takemura and Wanaka, 2019. 

Figure 4 : Organisation de l’éminence médiane. Les corps cellulaires des tanycytes 
(Nestine, rouge) forment le plancher du 3e ventricule et présentent des jonctions serrées (orange). 
Ils émettent des prolongements qui contactent l’espace périvasculaire des cellules endothéliales 
fenêtrées connectant ainsi le sang et le LCR. Zone de communication importante, on trouve 

également dans l’EM des astrocytes (GFAP) et les terminaisons des neurones du NA. Adaptée de 

Morita-Takemura and Wanaka, 2019 
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Figure 5 : Organisation des tanycytes et des cellules épendymaires 

hypothalamiques autour du 3e ventricule. Les tanycytes (nestine rouge) s’organisent 
différemment le long du 3e ventricule. En effet les tanycytes !-1 font face au noyau DMH 
et VMH, les tanycytes !-2 et "-1 font face au NA et les tanycytes "-2 sont localisés dans 
l’EM. Les prolongements des tanycytes " contactent les capillaires fenêtrés du système 
porte. Contrairement aux autres tanycytes, les corps cellulaires des tanycytes "-2 de l’EM 
présentent des jonctions serrées et des propriétés de barrière, empêchant la diffusion des 
molécules d’atteindre les noyaux hypothalamiques par le 3e ventricule. Figure adaptée de 

Prévot et al., 2018. 
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Figure 6 : Transport des facteurs métaboliques par les tanycytes. Les tanycytes 
organisés le long du 3e ventricule sont capables de transporter des facteurs métaboliques. 
Les tanycytes " localisés dans l’EM présentent des jonctions serrées au niveau de leurs 
corps cellulaires et les prolongements sont au contact de vaisseaux fenêtrés. Les pieds 
tanycytaires captent la leptine (blanc) et la ghréline circulante et vont les transporter 
jusqu’au corps cellulaires pour les sécréter dans le LCR. Les hormones vont ensuite 
rejoindre leurs cibles neuronales présentes dans le NA. Les tanycytes répondent également 
aux variations des nutriments dont le glucose présent dans le sang et dans le LCR. Les 
tanycytes ! peuvent à leur tour transporter les molécules du LCR vers le NA qui se 
compose également de vaisseaux de la BHE et d’astrocytes. Issue de Balland et al., 2014 ; 

Garcia-Caceres et al., 2019. 

!

!

!

!



!"!$(!"!

!

!

!

!.,-'(/$0$'.,-#$%&'#()(*12+.,-

,

01+,('*W:W(1+,+)*(,21+,:1CC5C1+,$71*2WF)4C&'C1+,#$7'#(&1+,C1,C)*4,25,H#,

%1*(#&:5C1,2'*+,CDEW7)(E'C'F5+X,,

,

0',7)75C'(&)*,21,('*W:W(1+,1+(,E$($#)4[*1,1(,1+(,:)F7)+$1,21,6,+)5+,

(W71+,21,('*W:W(1+,^.B,1(,/I,_.B,1(,/,

,

01+,('*W:W(1+,+)*(,21+,:1CC5C1+,7)C'#&+$1+,2)*(,C1+,:)#7+,:1CC5C'&#1+,+)*(,

'5, :)*(':(, 25, 0<@, 1(, C1+, 7#)C)*41F1*(+, +D$(1*21*(, '5, :)*(':(, 21,

*15#)*1+,21+,*)W'5YI,)5,21+,:1CC5C1+,1*2)(E$C&'C1+,21,C',U=A,)5,21,CDAKX,,

,

O'*+, CDAKI, C1+,:)#7+,:1CC5C'&#1+,21+,('*W:W(1+,7#$+1*(1*(,21+, Z)*:(&)*+,

+1##$1+,1(,3)#F1*(,5*1,"'##&[#1,&F71#F$'"C1,'5Y,F)C$:5C1+,:&#:5C'*(1+X,,,

,

01+, ('*W:W(1+, +)*(, &F7C&G5$+, 2'*+, C', #$45C'(&)*, 21, C', "'C'*:1,

$*1#4$(&G51I,21, C', 3)*:(&)*,21, #17#)25:(&)*,1(, +)*(, &F7C&G5$+,2'*+, C',

*15#)41*[+1,EW7)(E'C'F&G51!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!



!"!$)!"!

!!!"! &ao5321Z0P![a!32!\232PQa!aPadoa1Zl5a%

!

3=! I=>=ENC! DECBTD<FW@C! CA<! BDT@>DC! JC! V=h;E! VFEC! =VFE! JC! ?=FE<CEFB! N;EA<=??CE<! @EC!

8;?D;A<=AFC! DECBTD<FW@CS! [C@M! N;?:;A=E<CA! >=! JDVFEFAACE<U! >=! :BFAC! =>F?CE<=FBC! C<! >=! JD:CEAC!

DECBTD<FW@C!N;?:BCE=E<!>C!?D<=I;>FA?C!I=A=>U!>7=N<FLF<D!:89AFW@C!C<!>=!<8CB?;TCEKACS!3C!?=FE<FCE!JC!

>7DW@F>FIBC!JC!>=!I=>=ENC!DECBTD<FW@C!CA<!CAACE<FC>!C<!A;E!=><DB=<F;E!:C@<!N;EJ@FBC!H!@E!JDADW@F>FIBC!C<!

=@!JDLC>;::C?CE<!JC!JDA;BJBCA!?D<=I;>FW@CA!<C>A!W@C!>7;IDAF<D!;@!CEN;BC!>7=E;BCMFCS!!

[C@M!<9:CA!JC!BDT@>=<F;E!JC!>=!:BFAC!=>F?CE<=FBC!A;E<!H!JFA<FET@CB!t!>=!BDT@>=<F;E!H!N;@B<!<CB?C!

>FDC!H!>7FETCA<F;E!JCA!=>F?CE<AU!C<!H!>=!JFTCA<F;E!W@F!V=F<!FE<CBLCEFB!>C!E;9=@!J@!<B=N<@A!A;>F<=FBC!OP16RU!

:BC?FCB!BC>=FA!NCE<B=>!JC!>7FEV;B?=<F;E!ECBLC@AC!=N8C?FEDC!:=B!>C!ECBV!L=T@C!u!C<!>=!BDT@>=<F;E!H!>;ET!

<CB?C!V=FA=E<!FE<CBLCEFB!>=!ADNBD<F;E!JC!E;?IBC@ACA!J78;B?;ECA!=TFAA=E<!A@B!>C!P2!OVFT@BC!)RS!v7=F!JDNFJD!

JC! :BDACE<CB! A@NNFEN<C?CE<! >CA! <B;FA! :BFENF:=>CA! 8;B?;ECA! C<! E@<BF?CE<A! F?:>FW@DA! J=EA! NC<<C!

BDT@>=<F;ES!!

!

!!!"#"!'")!.*$0*#")!'0/&'1,"")!6%#)!&%!$"4,&%('*#!6"!&%!/$')"!%&'0"#(%'$"%

!

@"%&';04(3676#;"#&(2"(<064'("267'#&"60'((

3=!>C:<FEC!CA<!@EC!8;B?;EC!=E;BCMFTKEC!JC!#&(!=NFJCA!=?FEDAU!:B;J@F<C!:BFENF:=>C?CE<!:=B!>C!

<FAA@!=JF:C@MS!a>>C!CA<!N;EAFJDBDC!N;??C!>7@EC!JCA!8;B?;ECA!>CA!:>@A!F?:;B<=E<C!JC!>=!BDT@>=<F;E!JC!

>78;?D;A<=AFC!DECBTD<FW@CS!5E!N8=:F<BC!CE<FCB!CA<!N;EA=NBD!H!A=!JCANBF:<F;E!OL;FB!Q8=:F<BC!$RS!!!

37FEA@>FEC! CA<! @EC! 8;B?;EC! :=ENBD=<FW@C! JC! '#! =NFJCA! =?FEDA! W@F! X;@C! DT=>C?CE<! @E! BY>C!

NCE<B=>!J=EA!>=!BDT@>=<F;E!J@!?D<=I;>FA?C!DECBTD<FW@C!))S![C!>=!?b?C!V=h;E!W@C!>=!>C:<FECU!>CA!<=@M!

JjFEA@>FEC!NFBN@>=E<!A;E<!:B;:;B<F;EEC>A!H!>=!?=AAC!J@!<FAA@!=JF:C@M!OVFT@BC!)RS!QC:CEJ=E<U!>=!ADNBD<F;E!

J7FEA@>FEC!CA<!BDT@>DC!JC!?=EFKBC!<BKA!B=:FJC!CE!V;EN<F;E!JCA!L=BF=<F;EA!?D<=I;>FW@CA!C<!:C@<!?;J@>CB!

>=!ADNBD<F;E!JC!>=!>C:<FECS!a>>C!=::=B=k<!=FEAF!N;??C!@E!AFTE=>!BCV>D<=E<!>jFE<CB=N<F;E!CE<BC!>CA!:B;NCAA@A!

?D<=I;>FW@CA!F??DJF=<A!C<!>C!EFLC=@!Jj=JF:;AF<DS!37FEA@>FEC!CA<!:B;J@F<C!:=B!>CA!NC>>@>CA!f":=ENBD=<FW@CA!

C<!X;@C!@E!BY>C!J=EA!>=!BDT@>=<F;E!J@!T>@N;ACS!a>>C!BDT@>C!A;E!A<;N]=TC!J=EA!>CA!?@AN>CA!:;@B!:BDLCEFB!

@E!CMNKA!JC!T>@N;AC!J=EA!>C!A=ET!O89:CBT>9ND?FCRS!!

37FEA@>FEC! CA<! DT=>C?CE<! F?:>FW@DC! J=EA! >=! BDT@>=<F;E! JC! >=! :BFAC! =>F?CE<=FBC! C<! @EC!

=J?FEFA<B=<F;E!JFBCN<C?CE<!CE!ZQc!FEJ@F<!N8CG!>7=EF?=>!@EC!JF?FE@<F;E!JC!>=!:BFAC!=>F?CE<=FBC!C<!H!@EC!

:CB<C!JC!:;FJA!)).)-.-/S!![C!V=h;E!;::;ADCU!>=!A@::BCAAF;E!JCA!BDNC:<C@BA!H!>7FEA@>FEC!J=EA!>789:;<8=>=?@A!

CE<B=FEC!@EC!89:CB:8=TFC!-".-#S!37FEA@>FEC!FEJ@F<!A;E!=N<F;E!=E;BCMFTKEC!:=B!@EC!=N<FL=<F;E!JCA!EC@B;ECA!



!"!$*!"!

/04Q!-$!C<!:=B!>7FE8FIF<F;E!JCA!EC@B;ECA!P/.i2Td/!J@!P2!-%-&S!a>>C!=TF<!=%)!A;E!BDNC:<C@BU!:BDACE<!J=EA!

>789:;<8=>=?@AU!:;@B!FEJ@FBC!A;E!=N<F;E!-'!N;EJ@FA=E<!H!>7=N<FL=<F;E!JC!JFVVDBCE<CA!L;FCA!JC!AFTE=>FA=<F;E!

J;E<!>=!L;FC!JD:CEJ=E<C!JC!Zd6#i/Z%n!J=EA!>C!P2!C<!>C!c4-!-(-'!C<!:C@<!DT=>C?CE<!?;J@>CB!>=!L;FC!adn!

J=EA!>CA!EC@B;ECA!J@!P2S!!

!

@"%&';04(";>7'#&"#&(2"(<064'("267'#&"60'(

3=!T8BD>FEC!CA<!@E!:C:<FJC!;BCMFTKEC!JC!$*!=NFJCA!=?FEDA!ADNBD<D!:=B!>jCA<;?=N!C<!>C!J@;JDE@?!

W@F! X;@C! DT=>C?CE<! @E! BY>C! J=EA! >=! BDT@>=<F;E! JC! >=! I=>=ENC! DECBTD<FW@C! -)S! QC<<C! 8;B?;EC! =TF<!

JFBCN<C?CE<! A@B! >CA! EC@B;ECA!P/.i2Td/! J@!P2! --! :=B! =AA;NF=<F;E! H! A;E! BDNC:<C@B!o-6"d! OoB;w<8"

8;B?;EC"ACNBC<=T;T@C! BCNC:<;BR! "//! V=L;BFA=E<! >=! :BFAC! =>F?CE<=FBC! C<! >C! A<;N]=TC! JCA! TB=FAACAS! 6=!

N;ENCE<B=<F;E!:>=A?=<FW@C!CA<!=@T?CE<DC!J=EA!>C!N=A!J7@E!XCsEC!:;@B!FEJ@FBC!@EC!BD:;EAC!=J=:<DC!=@!

A<=<@<! DECBTD<FW@C! JC! >7;BT=EFA?CS! Q8CG! >=! A;@BFAU! @EC! FEXCN<F;E! JC! T8BD>FEC! CE! ZQc! CE<B=FEC! @EC!

=@T?CE<=<F;E!JC!>=!ACEA=<F;E!JC!V=F?!C<!N;EJ@F<!H!>=!8=@AAC!JC!>=!:BFAC!=>F?CE<=FBCU!JC!>=!?=AAC!TB=AAC!

C<!H!@EC!=@T?CE<=<F;E!J@!:;FJA!"/"S!

[=EA!>j89:;<8=>=?@AU!>=!T8BD>FEC!=!@EC!=N<F;E!=E<=T;EFA<C!H!NC>>C!JC!>=!>C:<FEC!C<!JC!>7FEA@>FECS!

a>>C!=N<FLC! >CA!EC@B;ECA!;BCMFTKECA!P/.!C<!2Td/U!C<! FE8FIC! >CA!EC@B;ECA!=E;BCMFTKECA!/04QiQ2d1U!

N;EJ@FA=E<!H!@EC!=@T?CE<=<F;E!JC!>=!:BFAC!=>F?CE<=FBC!C<!A7;::;A=E<!=FEAF!=@M!CVVC<A!JC!>=!>C:<FEC!J=EA!

>C!P2!$-"/#S!!

3=!>C:<FECU!>7FEA@>FEC!C<!>=!T8BD>FEC!A;E<!>CA!8;B?;ECA!JC!BDT@>=<F;EA!:BFENF:=>CA!JC!>=!I=>=ENC!

DECBTD<FW@CS!a>>CA!=TFAACE<!A@B!>CA!?b?CA!NFI>CAU!>CA!EC@B;ECA!;BCMFTKECA!P/.i2Td/!C<!=E;BCMFTKECA!

/04Q!J@!P2U!:;@B!FEJ@FBC!>C@BA!CVVC<AS!!

!

!!!"&"!'")!#,($'0"#()%

!

A'(>2;%/4'(

3C! T>@N;AC! BC:BDACE<C! >=! A;@BNC! ?=XC@BC! J7DECBTFC! J=EA! >C! 6PQ! C<! >7FEF<F=<F;E! JC! >=! :BFAC!

=>F?CE<=FBC! JD:CEJ! JC! A=! N;ENCE<B=<F;E! :>=A?=<FW@CS! 3CA! L=BF=<F;EA! JC! T>@N;AC! FEJ@FACE<! JCA!

?;JFVFN=<F;EA!JC!>7=N<FLF<D!JCA!EC@B;ECA!:BDACE<A!J=EA!>789:;<8=>=?@A!Oc4-!C<!23-R!"/$S!aE!CVVC<U!@EC!

89:;T>9ND?FC!L=!CE<B=FECB!@EC!:BFAC!=>F?CE<=FBC!=>;BA!W@7H!>7FELCBACU!@EC!89:CBT>9ND?FC!L=!>=!BDJ@FBCS!

[C@M!:;:@>=<F;EA!EC@B;E=>CA!T>@N;ACEAFI>CA!:BDACE<CE<!J=EA!>789:;<8=>=?@A!AC?I>CE<!b<BC!F?:>FW@DCA!

J=EA!NC<<C!BDT@>=<F;EU!>CA!EC@B;ECA!CMNF<DA!;@!ACEAFI>CA!O;(:+$6-3#-6"$*6%=-R!C<!NC@M!FE8FIDA!:=B!@EC!

=@T?CE<=<F;E!JC!T>@N;AC!O;(:+$6-3%*6-*6%,%=-R!#'S!0E!BC<B;@LC!JCA!EC@B;ECA!ACEAFI>CA!J=EA!>C!P2!J=EA!



!"!$+!"!

>CW@C>U!>CA!EC@B;ECA!H!/04Q!A;E<!CMNF<DA!:=B!>C!T>@N;AC!=>;BA!W@C!>CA!EC@B;ECA!CM:BF?=E<!>C!P/.i2Td/!

A;E<!H!>=!V;FA!=N<FLDA!C<!FE8FIDA!:=B!@EC!=@T?CE<=<F;E!JC!T>@N;AC!J=EA!>C!A=ET!"/%S![=EA!>789:;<8=>=?@AU!

>CA!EC@B;ECA!ACEAFI>CA!=@!T>@N;AC!A;E<!DT=>C?CE<!BC<B;@LDA!J=EA!>C!c4-!C<!>C!/c-!"/&S!!

B%63'4(>0"4(

3CA!=NFJCA!TB=A!NFBN@>=E<A!A;E<!DT=>C?CE<!FEV;B?=<FVA!J@!A<=<@<!?D<=I;>FW@C!JC!>7;BT=EFA?CS!3CA!

E;9=@M! 89:;<8=>=?FW@CA! BD:;EJCE<! =@M! =NFJCA! TB=A! >FIBCA! W@F! L;E<! ?;J@>CB! >C@B! =N<FLF<D! LF=! >C@B!

BDNC:<C@BA!"/'S!3CA!EC@B;ECA!ACEAFI>CA!=@M!=NFJCA!TB=A!>FIBCA!A;E<!:BDACE<A!J=EA!>C!P2U!>C!c4-U!>C![4-!

C<!DT=>C?CE<!>C!/c-S!aE!CVVC<U!@EC!FEXCN<F;E!J7=NFJC!;>DFW@C!:=B!ZQc!FEJ@F<!@EC!BDJ@N<F;E!JC!>7CM:BCAAF;E!

JCA!:C:<FJCA!P/.!C<!2Td/!J=EA!>C!P2!C<!FE8FIC!>=!:BFAC!=>F?CE<=FBC!C<!>=!:B;J@N<F;E!JC!T>@N;AC!-#S![C!

:>@AU! >7FE8FIF<F;E!J@!<B=EA:;B<!JCA!=NFJCA!TB=A! >FIBCA!LCBA! >CA!?F<;N8;EJBFCAU! FEJ@F<! >C@B!=NN@?@>=<F;E!

J=EA! >C!N9<;A;>!C<!H!@EC!BDJ@N<F;E!JC! >=!:BFAC!=>F?CE<=FBCS!37CEAC?I>C!A@TTKBC!W@C! >=!N;ENCE<B=<F;E!

J7=NFJCA!TB=A!>FIBCA!:;@BB=F<!X;@CB!@E!BY>C!JC!AFTE=>!JC!A=<FD<DS!!

A'4("%63'4("76#84(

Q;E<B=FBC?CE<! =@! T>@N;AC! C<! =@M! =NFJCA! TB=AU! >=! ?=X;BF<D! JCA! =NFJCA! =?FEDA! EC! A;E<! :=A!

A9E<8D<FADA!J=EA!E;<BC!;BT=EFA?C!?=FA!:B;LFCEECE<!JFBCN<C?CE<!JC!>=!E;@BBF<@BC!FETDBDC!C<!X;@CE<!@E!

BY>C!CAACE<FC>!J=EA!>=!A9E<8KAC!:B;<DFW@CS!!

5EC!FEXCN<F;E!:=B!ZQc!JC!3">C@NFECU!@E!=NFJC!=?FED!:BDACE<=E<!@EC!N8=kEC!B=?FVFDCU!JFBCN<C?CE<!

J=EA!>C!%!!LCE<BFN@>CU!FEJ@F<!@EC!A@::BCAAF;E!JC!>=!:BFAC!=>F?CE<=FBC!:=B!=N<F;E!A@B!>=!L;FC!JC!AFTE=>FA=<F;E!

JC!>=!B=:=?9NFEC!O?10dR!"/(S!a>>C!=@B=F<!@E!BY>C!JC!V=N<C@B!A=<FD<;TKECS!aE!CVVC<U!@E!BDTF?C!A:DNFVFW@CU!

A=EA!=NFJCA!=?FEDA!N;EJ@F<!H!@EC!:BFAC!JC!:;FJA!"/)S![C!:>@AU!F>!=!D<D!?;E<BD!W@7@EC!V;B<C!N;ENCE<B=<F;E!

JC!3">C@NFEC!J=EA!>C!A=ET!CA<!=AA;NFDC!H!@EC!;IDAF<D!C<!H!@EC!BDAFA<=ENC!H!>7FEA@>FEC!"/-U!V=FA=E<!JCA!=NFJCA!

=?FEDA!B=?FVFDAU!@E!?=BW@C@B!JC!:BDJFN<F;E!V;B<!JCA!BFAW@CA!=AA;NFDA!H!>7;IDAF<DU!N;??C!>C!JF=IK<C!JC!

<9:C!$!""/."""S!!

5E!TB=EJ!E;?IBC!J7=N<C@BA!A;E<!F?:>FW@DA!J=EA!>=!BDT@>=<F;E!JC!>=!I=>=ENC!C<!L;E<!=NNDJCB!H!

>789:;<8=>=?@A!=VFE!JC! >7FEV;B?CB!J@! A<=<@<!DECBTD<FW@C!JC! >7;BT=EFA?CS!Q7CA<!=:BKA! FE<DTB=<F;E!JCA!

JFVVDBCE<A!AFTE=@MU!W@C!>789:;<8=>=?@A!L=!FEJ@FBC!A=!BD:;EAC!:=B!>=!ADNBD<F;E!JC!AFTE=@M!8;B?;E=@M!

ON;?:>CMC!89:;<8=>=?;"89:;:89A=FBCR!;@!ECBLC@M!OA9A<K?C!ECBLC@M!=@<;E;?CR!LCBA!>=!:DBF:8DBFCS!

!

!

!



!"!%,!"!

!

!(-3()(/0.-4/.564'12+.-

,

0', "'C'*:1, $*1#4$(&G51, 1+(, 2$3&*&1, 7'#, CD$G5&C&"#1, 1*(#1, C', 7#&+1,

'C&F1*('&#1,1(,C1+,2$71*+1+,$*1#4$(&G51+,\F$('")C&+F1,"'+'C,1(,':(&%&($,

7EW+&G51]X,,

,

N', #$45C'(&)*, &F7C&G51, 5*, 4#'*2, *)F"#1, 21, 3':(15#+I, *1#%15Y, 1(,

E)#F)*'5Y,G5&,'4&++1*(,#1+71:(&%1F1*(,J,:)5#(,(1#F1,1(,J,C)*4,(1#F1X,,

,

01+,E)#F)*1+,F$('")C&G51+,(1CC1+,G51,C',C17(&*1,1(,CD&*+5C&*1,)*(,5*,1331(,

'*)#1Y&4[*1,'C)#+,G51,C',4E#$C&*1,J,5*,1331(,)#1Y&4[*1X,,

,

01+, *5(#&F1*(+, 7'#(&:&71*(, $4'C1F1*(, J, C', #$45C'(&)*, 21, C', 7#&+1,

'C&F1*('&#1I, 1(, C1, 7#&*:&7'C, ':(15#, 1+(, C1, 4C5:)+1X, 0', 4CW:$F&1, #$45C1,

CD':(&%&($,*15#)*'C1,25,M!X,,

!

!

!



!"!%#!"!

Figure 7 : Circuit de régulation de la balance énergétique. Schéma de 
représentation des principaux acteurs de la régulation de la balance énergétique. Les 
facteurs de régulations à court terme tels que la distension de l’estomac et l’activité du 
tractus intestinal sont acheminés par le nerf vague au NTS qui communique étroitement 
avec le NA. Les signaux d’adiposité périphériques telles que la leptine et l’insuline 
participent à la régulation à long terme de la prise alimentaire et vont agir directement au 
niveau du NA. NTS : noyau du tractus solitaire ; ARC : noyau arqué ; PVN : noyau 
paraventriculaire ; LHA : aire latérale hypothalamique. 
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Figure 8 : Représentation des différents isoformes du récepteur à la leptine 

Ob-R. Toutes les isoformes présentent une partie extracellulaire identique, avec 1 
domaine N-terminal, 2 domaines aux cytokines (CRH1 et CRH2), 1 site immunoglobuline 
(Ig), 2 domaines Fibronectine III (Fn3), et 1 domaine transmembranaire (sauf pour Ob-
Re). On connaît 4 isoformes courtes (Ob-Ra, c, d), 1 isoforme soluble Ob-Re et 1 isoforme 
longue Ob-Rb. L’isoforme Ob-Rb possède une partie intracellulaire active, avec 3 
tyrosines phosphorylables (Y985, Y1077, Y1138) pour le recrutement des protéines 
impliquées dans la transduction du signal de la leptine.  Adapté de Alti et al., 2018 
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Figure 9 : Voies de signalisation activées par le récepteur Ob-Rb. Après fixation 
de la leptine sur le récepteur Ob-Rb et oligomérisation, la protéine Jak2 est recrutée et 
activée. Par phosphorylation des 3 résidus Tyrosine, Y985, Y1077 et Y1138 situés sur la queue 
cytoplasmique du récepteur, Jak2 va conduire au recrutement et l’activation d’une 
succession de molécules de signalisation impliquées dans différentes voies. STAT3 est 
recruté au niveau de la tyrosine Y1138 et activé par phosphorylation, il va ensuite se 
dimériser et être transloqué dans le noyau pour inhiber l’expression du NPY et favoriser 
l’expression de POMC. La voie MAPK est activée par recrutement de la protéine SHP2 
sur la tyrosine Y985 qui va recruter à son tour Grb2 et induire la cascade des MAPK jusqu’à 
activation de ERK1/2. Jak2 va également activer la voie Pi3K-Akt par recrutement de 
Grb2, et IRS2 et interaction avec les inositols phosphates localisés à la membrane 
plasmatique. Issu de Wauman et al., 2017 
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Figure 10 : Structure de la clathrine et du complexe AP-2. A) Représentation 
schématique des 3 chaînes lourdes de clathrine associées aux 3 chaînes légères formant un 
« triskèle ». Le domaine N-terminal de la chaîne lourde peut s’associer avec de nombreuses 
protéines telles que les !-adaptine, l’epsine, ou !-arrestines et le Hub, représente le second domaine 
fonctionnel jouant un rôle dans la polymérisation du triskèle qui forme les « cages » de clathrine. 
B) Schéma structural du complexe AP-2, possédant 2 oreilles et une tête de « Mickey ». Il se 
compose de 4 sous-unités (" et !-adaptines, µ2 et #2) capables d’interagir avec diverses protéines 
(epsine-15, clathrine, ou !-arrestine). Adaptée de Benmerah and Lamaze, 2002 ; Fotin et al. 2004 
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Figure 11 : Processus de formation d’une vésicule à clathrine. A) Schéma des 
différentes étapes de formation de la vésicule de clathrine. Lors de la nucléation, les 
protéines FCHO se lient sur les zones de la membrane plasmique riches en lipides 
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PI(4,5)P2), recrutent l’epsine 15  et les intersectines. 
L’adaptateur AP-2 est recruté et se lie à la membrane plasmique en reconnaissant le lipide 
Pi(4,5)P2 et certains récepteurs transmembranaires. Les triskèles de clathrine (jaune) ne 
peuvent pas lier directement la membrane plasmique et sont donc recrutés par 
l’intermédiaire d’AP2 ou d’autres adaptateurs. La polymérisation du manteau de clathrine 
après assemblage induit la déformation de la membrane plasmique et la formation d’un 
puits recouvert de clathrine. C’est lors de l’étape de scission que la dynamine se polymérise 
au cou de la vésicule naissante et, par hydrolyse de GTP, induit le détachement de la 
vésicule de la membrane plasmique. Après libération de la vésicule, le manteau de 
clathrine est dépolarisé, par l’action des protéines auxillines ou GAK (Cyclin G-associated 

kinase). La vésicule continue alors son chemin en route vers les endosomes précoces, et les 
composants de la machinerie de la clathrine sont libérés pour un nouveau cycle. B) 

Formation des vésicules à clathrine en microscopie électronique. Adapté de MacMahon and 

Boucrot, 2011 ; Perry and Gilbert, 1979. 
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Figure 12 : Les différents compartiments intracellulaires. La vésicule de 
clathrine nouvellement formée va fusionner avec l’endosomes précoce, premier 
endosomes rejoint et marqué par les protéines EEA1, et Rab5-GTP. Le recyclage du cargo 
peut se faire directement à la membrane plasmique par EEA1, correspondant à la voie de 
recyclage rapide, ou via l’endosome de recyclage, constituant la voie de recyclage lent. Les 
endosomes précoces peuvent également interagir avec le réseau Trans-golgien et vont 
après plusieurs fusions devenir matures. Le marqueur Rab5 sera perdu des membranes et 
les endosomes tardifs vont présenter le marqueurs Rab7. Enfin, les endosomes tardifs vont 
fusionner avec les lysosomes, marqués par LAMP1/2 constituants principaux de la voie 
de dégradation. Adapté de Cullen and Steinberg 2018. 
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Figure 13 : Distribution des protéines SNAREs sur les différents 

compartiments intracellulaires. Les protéines SNAREs sont impliquées dans les 
processus de fusion des membranes. Dans les endosomes précoces, on retrouve exprimée, la 
protéines SNARE VAMP2/3 pouvait s’associer à la syntaxine 13 et à SNAP25. La fusion des 
endosomes tardifs fait intervenir VAMP7 (la SNARE insensible aux toxines) et VAMP8 et 
d’autres syntaxines comme la Stx 7 et 8. Les protéines SNAREs peuvent former de 
nombreuses associations, sur les vésicules de sécrétion on trouve VAMP2, SNAP25 et la 
syntaxine 1 (Wang et al., 2017). 
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Figure 14 : Caractérisation de la culture primaire de tanycytes de rat. A) Images de 
tanycytes après 72h de culture sur lame de verre. Les images sont prises en contraste interférentiel 
différentiel (DIC) avec un microscope confocal. Échelle 10 $m. B-C) Images de microscopie 
confocale de tanycytes maintenus dans du milieu de restriction pendant 48 heures puis incubés 
avec la leptine fluorescente (Lep, 2 $g/ml, blanc) pendant 15 min à 37°C. Après 10 min de fixation 
au PFA 4% et 5 min de perméabilisation au triton 0,1%, les cellules sont marquées avec un 
anticorps primaire dirigé contre (A) la Vimentine (Vim, rouge), la GFAP (vert) et (B) DARPP-32 
(vert). Les cellules sont ensuite révélées avec un anticorps secondaire couplé à l’Alexa 555 et 488 
et les noyaux marqués au Hoechst (bleu). Échelle A, 20 $m ; B, 10 $m. 
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Figure 15 : Internalisation et accumulation de la leptine dans les tanycytes in vitro. 
A) Images de microscopie confocale de tanycytes maintenus dans du milieu de restriction pendant 
48h et incubés avec la leptine fluorescente (Lep, 2 $g/ml, blanc) en continu pendant 2, 5, 10, 15 
et 30 min à 37°C. Après une fixation au PFA 4% pendant 10 min, les noyaux des tanycytes sont 
marqués au Hoechst (bleu). Barre d’échelle 10 $m. B) Cinétique d’endocytose de la leptine 
fluorescente par les tanycytes au cours du temps. Le graphique représente l’intensité moyenne de 
fluorescence de la leptine par cellule (%) ± SEM. C) Images de tanycytes extraites d’un 
enregistrement vidéo réalisé au microscope confocal à disques rotatifs. Les cellules vivantes sont 
incubées en présence de leptine fluorescente (2 $g/ml, blanc) et enregistrées pendant 180 
secondes. Les flèches représentent le sens de transite de la leptine vers le centre de la cellule. Barre 
d’échelle 10 $m. D) Cinétique de relargage de la leptine fluorescente par les tanycytes au cours 
du temps. Le graphique représente l’intensité moyenne de fluorescence de la leptine par cellule 
(%) ± SEM. Les cellules sont incubées avec la leptine (2 $g/ml) pendant 15 min (point 0 min) à 
37°C, lavés puis incubés avec du milieu frais pendant différents temps (15, 30 et 45 min). E) 
Graphique représentant le pourcentage de leptine sécrétée dans le milieu de culture par les 
tanycytes après un dosage Elisa. Test de Mann-Whitney * : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** p<0,001.  
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Figure 16 : Présence du récepteur à la leptine Ob-R dans les tanycytes et 

internalisation avec la leptine fluorescente. A) Schéma représentant la partie 
extracellulaire du récepteur à la leptine et les domaines de fixation CRH1 et CRH2 du XPA et 
de la leptine fluorescente respectivement. B) Détection du récepteur Ob-R par western blot dans 
les tanycytes (Tan), les tanycytes incubés avec la leptine pendant 15 min (Tan + lep) ou dans les 
fibroblastes de souris (contrôle négatif). L’actine est utilisée comme contrôle du total de protéines. 
C) Graphique représentant le pourcentage moyen de colocalisation de la leptine avec son 
récepteur ObR au cours du temps ± SEM. D) Image de microscopie confocale de tanycytes 
maintenus dans du milieu de restriction et incubés avec le XPA (5 $g/ml) et la leptine fluorescente 
(2 $g/ml) pendant 5 min à 37°C. Après fixation, les cellules sont incubées avec l’anticorps 
secondaire dirigé contre le XPA couplé à l’Alexa-488 (vert) et les noyaux marqués au Hoechst 
(bleu) pendant 30 min. Le panel de droite (blanc) représente le masque de colocalisation obtenu 
avec le logiciel ICY en sélectionnant les pixels doublement marqués pour la leptine et XPA. Les 
carrés blancs représentent les zooms et les flèches blanches indiquent des pixels doublement 
marqués. Barre d’échelle 20 $m. La planche D est référencée dans la figure 1, F de l’article Nat.metabolism. 
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Figure 17 : L’inhibition de l’Epsine 15 bloque l’internalisation de la leptine par les 

tanycytes in vitro. A) Image de microscopie confocale représentant des tanycytes transfectés 
par un mutant dominant négatif de l’Epsine15 (Eps15 DIII) ou un contrôle-GFP (CTR) après 15 
minutes d’internalisation avec la leptine fluorescente. 24h après la transfection par technique 
d’électroporation avec le mutant dominant négatif de l’epsine15 rapporté avec la GFP ou le 
contrôle GFP, une cinétique d’internalisation de la leptine (2 $g/ml) pendant 5, 10,15 et 30 min 
est réalisée à 37°C. Après fixation, les noyaux sont marqués au Hoechst (bleu) pendant 30 min. 
Barre d’échelle 10 $m. B) Graphique représentant l’intensité moyenne de fluorescence de la 
leptine par cellule au cours du temps dans la condition contrôle ou transfectée par le mutant de 
l’Eps15. Les données utilisées sont les valeurs moyennes d’intensité de fluorescence ± SEM. Test 
de Mann-Whitney ; ** p<0,01. 
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Figure 18 : Colocalisation de la leptine et du Ob-R avec la clathrine. A-B) Images de 
microscopie confocale de tanycytes maintenus dans du milieu de restriction pendant 48h puis 
incubés avec la leptine fluorescente (Lep ; 2 $g/ml) et l’anticorps XPA (5 $g/ml) pendant 5 min. 
Après fixation et perméabilisation, les cellules sont incubées avec un anticorps dirigé contre la 
chaîne lourde de la clathrine (Clat, rouge), révélées avec un anticorps secondaire couplé à l’Alexa-
555 (Clat) et l’Alexa 488 (XPA, vert) et les noyaux marqués au Hoechst (bleu) pendant 30 min. 
En blanc, on observe le masque de colocalisation obtenu avec le logiciel ICY en sélectionnant les 
pixels doublement marqués. Les carrés blancs représentent les zooms et les flèches blanches 
indiquent des pixels doublement marqués. Barre d’échelle 10 $m. C) Graphique représentant le 
pourcentage de colocalisation de la leptine avec la clathrine au cours du temps. Les valeurs 
représentent les moyennes de colocalisation ± SEM. 
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Figure 19 : Inhibition de la clathrine par utilisation de lentivirus shRNA. A) Les lysats 
cellulaires des cellules infectées avec le lentivirus shRNA contrôle (CTR) ou dirigé contre la 
clathrine (H01 et G10) sont analysés par Western blot. Les anticorps utilisés sont dirigés contre la 
chaine lourde de la clathrine et de l’actine pour le contrôle. B) Histogramme représentant le total 
de clathrine en pourcentage dans les échantillons CTR, ou infectés (G10, H01) après 
normalisation avec le contrôle d’actine. C) Images de microscopie confocale représentant les 
tanycytes infectés par lentivirus shRNA-clath (G10) ou shRNA-ctr pendant 6h. Après 48h, les 
cellules sont marquées avec un anticorps primaire dirigé contre la chaîne lourde de la clathrine et 
révélées avec un anticorps secondaire couplé à l’Alexa-488. Les noyaux sont marqués au Hoechst 
(bleu) pendant 30 min. Barre d’échelle 10 $m.  
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Figure 20 : L’endocytose de la leptine est dépendante de la clathrine. A) Images 
acquises avec le Nanozoomer, illustrant des tanycytes après infection avec le shRNA clat (rouge) 
pendant 5 heures. Après 24h d’expression, les cellules sont incubées avec la leptine fluorescente 
(Lep, 2 $g/ml, blanc) et fixées au PFA 4%. Les noyaux sont marqués au Hoechst (bleu). Les 
carrées blancs correspondent aux zooms. Barre d’échelle 100 $m. C) Histogramme représentant 
le pourcentage moyen de cellules infectées par lentivirus shRNA-clat ou shRNA-ctr et positives 
pour la leptine fluorescente. Test de Mann-Whitney ; * : p<0,05. 
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Figure 21 : Le dynasore inhibe l’internalisation de la leptine fluorescente par les 

tanycytes in vitro. A) Images acquises au microscope confocal montrant des tanycytes pré-
traités (Dyn) ou non (CTR, DMSO) avec le dynasore (50 $M) pendant 30 min à 37°C et incubés 
avec la leptine fluorescente (2 $g/ml, violet) pendant 5 min et 15 min à 37°C. Les cellules sont 
ensuite fixées au PFA 4% puis les noyaux marqués au Hoechst (bleu) pendant 30 min. Barre 
d’échelle 20 $m. B) Graphique représentant l’intensité moyenne de fluorescence de la leptine (u.a) 
par cellule en condition CTR ou traitée avec le dynasore. u.a : unité arbitraire. Test de Mann-
Whitney ; *** : p<0,001. 
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Figure 22 : La leptine transite dans les endosomes précoces. A) Images de microscopie 
confocale de tanycytes incubés avec la leptine fluorescente (2 $g/ml, rouge) pendant 10 min à 
37°C. Les cellules sont fixées au PFA 4%, perméabilisées pendant 5 min au triton 0,1% puis 
incubées avec un anticorps primaire anti-EEA1 (vert). La révélation se fait avec un anticorps 
secondaire couplé à l’Alexa-488 et les noyaux sont marqués au Hoechst (bleu) pendant 30 min. 
Représentés en jaune, les deux marquages superposés et en blanc le masque de colocalisation 
obtenu avec le logiciel ICY montrant les pixels colocalisés et dont l’espace de séparation est 
inférieur à 3px. Les cadres blancs représentent les zooms et les flèches blanches pointent des 
exemples de pixels colocalisés. Barre d’échelle 10 $m. B) Graphique représentant le pourcentage 
de leptine colocalisée avec EEA1 au cours du temps. Les valeurs représentent les moyennes de 
colocalisation ± SEM. C) Graphique représentant le pourcentage moyen de fluorescence de la 
leptine dans les compartiments positifs pour EEA1 ± SEM. Test de Mann-Whitney *** p<0,001. 
Planche et graphique retrouvés en figure 2 (A, B C et D de l’article Nat. metabolism.  
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Figure 23 : La leptine transite par les endosomes de recyclage. A) Images de 
microscopie confocale montrant les tanycytes traités pendant 15 min avec la leptine fluorescente 
(2 $g/ml, rouge), fixés au PFA 4% pendant 10 min et perméabilisés au triton 0,1% pendant 5 
min.  Les endosomes de recyclage sont marqués avec un anticorps primaire dirigé contre la 
protéine Rab11 (vert) puis révélés avec l’utilisation d’un anticorps secondaire couplé à l’Alexa-
488. Les noyaux en bleu sont marqués au Hoechst pendant 30 min. Réprésentés en jaune, les 
deux marquages superposés et en blanc le masque de colocalisation obtenu avec le logiciel ICY, 
montrant les pixels colocalisés et dont l’espace de séparation est inférieur à 3px. Les cadres blancs 
représentent les zooms et les flèches blanches pointent des exemples de pixels colocalisés. Barre 
d’échelle 20 $m. B) Graphique représentant le pourcentage de leptine colocalisée avec Rab11 au 
cours du temps. Les valeurs représentent les moyennes de colocalisation ± SEM. C) Graphique 
représentant le pourcentage moyenne de fluorescence de la leptine dans les compartiments positifs 
pour Rab11 ± SEM. Test de Mann-Whitney * p<0,05 ; ** p<0,01. 
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Figure 24 : La leptine transite dans les endosomes tradifs et les lysosomes. A) 
Images de microscopie confocale montrant les tanycytes pré-traités pendant 15 min avec le 
LysoTracker (10 $M, vert) puis incubés avec la leptine fluorescente (2 $g/ml, rouge). En blanc le 
masque de colocalisation obtenu avec le logiciel ICY, montrant les objets colocalisés dont l’espace 
de séparation est inférieur à 3px. Les carrés représentent les zooms et les flèches blanches 
représentent des exemples de pixels colocalisés. Barre d’échelle 10 $m. B) Graphique représentant 
le pourcentage de leptine colocalisée avec le Lysotracker au cours du temps. Les valeurs 
représentent les moyennes de colocalisation ± SEM. C) Graphique représentant le pourcentage 
moyenne de fluorescence de la leptine dans les compartiments positifs pour le LysoTracker ± 
SEM. 
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Figure 25 : La bafilomycine inhibe le transport de la leptine dans les tanycytes. A)

Images de microscope confocal montrant des cellules contrôles ou pré-traitées avec la 
bafilomycine (1 $M) pendant 15 min à 37°C, puis incubées en présence du lysotracker red 
(100nM, rouge). Les noyaux sont marqués au Hoeschst (bleu). Barre d’échelle 20 $m. B) 
Graphique représentant le pourcentage moyen de fluorescence de la leptine dans les cellules 
contrôles (noir) ou traitées avec la bafilomycine (violet) au cours du temps après la chasse 
(changement de milieu). Les valeurs représentent les moyennes ± SEM. 
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Figure 26 : La toxine botulique C bloque la sécrétion de la leptine par les tanycytes 

in vitro. A) Images de microscopie confocale montrant des cellules transfectées par utilisation de 
la lipofectamine 3000 avec un plasmide contenant la toxine botulique C pendant 5h dans 
l’optimem et le milieu de culture dépourvu de péni-streptomycine. Après 24h, les cellules sont 
incubées avec la leptine fluorescente (2 $g/ml, violet) pendant 15 min à 37°C, lavées puis le milieu 
est changé pour observer sa sécrétion au cours du temps (15-30-45 min). Les images correspondent 
à une fixation des cellules après 45 min de relargage de leptine. Échelle 20 $m. B) Graphiques 
représentant l’intensité de fluorescence de la leptine par cellules au cours du temps en condition 
contrôle ou transfectées avec la BoNT/C. Le point 0 mon correspond à l’incubation avec la 
leptine pendant 15 min. Les valeurs représentent les moyennes de fluorescence ± SEM. Test de 
Mann-Whitney ; ***: p<0.001. 
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Figure 27 : Internalisation de la leptine mutée LAN par les tanycytes in vitro. Image 
de microscopie confocale de tanycytes maintenus dans du milieu de restriction pendant 48h puis 
incubés avec la leptine fluorescente mutée LAN (2 $g/ml) pendant 5, 10 et 15 min à 37°C. Les 
cellules sont fixées au PFA 4% pendant 10 min, lavées 3 fois au PBS 1X, et les noyaux (bleu) sont 
marqués au Hoechst pendant 30 min. Barre d’échelle 10 $m. 
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Figure 28 : Le relargage de la leptine par les tanycytes in vitro dépend des voies de 

signalisation. A) Images de microscopie confocale montrant les tanycytes incubés avec la 
leptine fluorescente (2 $g/ml, blanc) ou la leptine mutée LAN fluorescente (2 $g/ml, blanc) 
pendant 15 min (point 0 min) à 37°C, lavés puis incubés avec du milieu frais pendant 15 et 60 
min, pour observer le relargage de la leptine au cours du temps. Barre d’échelle 10 $m.  B) 
Graphique représentant l’intensité globale de fluorescence de la leptine fluorescente ou du LAN 
par cellule au cours du temps (min). Les valeurs représentent les moyennes de fluorescence ± 
SEM. Test de Mann-Whitney *** p<0,001. Planche et graphique insérés dans la figure supplémentaire 2 de 

l’article Nat.metabolism, 
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Figure 29 : La signalisation de Ob-R est impliquée dans le relargage de la leptine. 

A)  Graphique représentant le pourcentage de leptine sécrétée dans le milieu par les tanycytes 
après un dosage Elisa. Pour chaque échantillon, une boîte de 10 cm de tanycytes à confluence est 
utilisée. Les cellules sont placées en restriction pendant 48h puis prétraités avec du DMSO (CTR) 
ou l’inhibiteur U0126 (10 $M) pendant 15 min et incubés avec la leptine (2 $g/ml) pendant 15 
min (point 0 min) à 37°C, lavés puis incubés avec du milieu frais pendant différents temps (15, 30 
et 45 min). B) Graphique représentant l’intensité globale de fluorescence de la leptine dans les 
cellules CTR ou traitées avec le UO126 au cours du temps. Les valeurs représentent les moyennes 
de fluorescence ± SEM. C) Tanycytes représentés après prétraitement au DMSO ou U0126 (10 
$M) pendant 15 min puis incubés avec la leptine fluorescente (2 $g/ml, blanc) pendant 15 min à 
37°C. Après un lavage rapide, les cellules sont incubées avec du milieu frais pendant 15 et 60 min 
puis fixées. Les noyaux sont ensuite marqués au Hoechst (bleu) pendant 30 min. Barre d’échelle 
10 $M. Test de Mann-Whitney ** p<0,01 ; *** p<0,001. La planche et le graphique sont retrouvés en 

figure supplémentaire 2 du Nat.metabolism.  
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Figure 30 : L’inhibition de ERK1/2 bloque la sortie de la leptine des endosomes 

précoces. A) Image de microscopie confocale de tanycytes CTR ou pré-traités avec l’inhibiteur UO126 
(10 $M ; leptine) ou l’EGF (10 ng/ml ; LAN) et incubés avec la leptine fluorescente (2 $g/ml) ou la 
leptine mutée LAN fluorescente (2 $g/ml) pendant 15 min à 37°C (point 0 min). Les cellules sont lavées 
et incubées dans du milieu frais pendant différents temps (5-15-30-60 min). Après fixation et 
perméabilisation les cellules sont marquées avec un anticorps primaire anti-EEA1 (vert), et révélées avec 
un anticorps secondaire couplé à l’Alexa 488. Les noyaux (bleu) sont marqués au Hoechst. En blanc est 
représenté le masque de colocalisation obtenu avec le logiciel ICY. Les flèches blanches représentent des 
exemples de pixels colocalisés. Barre d’échelle 10 $m. B) Graphique représentant le pourcentage de 
colocalisation de la leptine fluorescente et du LAN fluorescent avec les compartiments positifs pour 
EEA1. C) Graphique représentant le pourcentage de leptine fluorescente ou de LAN fluorescent dans 
les compartiments positifs pour EEA1 pour les cellules traitées ou non avec le UO126 (leptine) ou l’EGF 
(LAN) au cours du temps. Les valeurs représentent les moyennes ± SEM. Test de Mann-Whitney ; ns : 
non significatif ; * : p<0,1 ; ** : p<0,01 ***: p<0.001. Planche en figure supplémentaire 2 de l’article Nat. 

Metabolism.  
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Figure 31 : L’inhibition de la voie de l’EGFR ralentie la sortie de la leptine des 

tanycytes. A) Détection de l’activation de la voie ERK par Western blot. Les tanycytes sont pré-
traités avec l’inhibiteur de l’EGFR Erlotinib (200 nM ; 30 min) ou du DMSO et incubés ou non 
avec la leptine (2 $g/ml) pendant 15 min puis lysées. Le total de protéine ERK est utilisé comme 
contrôle. B) Graphique représentant l’intensité moyenne de fluorescence de la leptine dans les 
tanycytes traités avec Erlotinib (jaune) ou DMSO (leptine, rose) au cours du temps. C) Graphique 
représentant l’intensité moyenne de fluorescence de leptine dans les endosomes précoces marqués 
avec EEA1 en condition contrôle (Leptine, rose) ou traitée avec l’inhibiteur Erlotinib (vert). Les 
valeurs représentent les moyennes ± SEM. Test de Mann-Whitney ; ***: p<0.001. 
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Figure 32 : Optimisation du système de culture de tanycytes en 3D. A) Schéma de 
l’organisation du système d’insert composé, d’une membrane poreuse sur laquelle les tanycytes 
sont ensemencés, et d’un gel d’extrait de membrane basale (MB) dans lequel les prolongements 
tanycytaires se développent. B-C) Reconstitution 3D des images de microscopie confocale 
montrant l’organisation des cellules sur les membranes avec des pores de 1$m (B) et de 3$m de 
diamètre (C). Après 6 jours de culture sur les inserts, les cellules sont fixées au PFA 4% pendant 
20 min, perméabilisées avec du triton 0,1% et incubées avec un anticorps primaire dirigé contre 
la vimentine (Vim, vert) puis révélées par un anticorps secondaire couplé à l’Alexa-488. Les 
noyaux (blanc) sont marqués avec le Hoechst pendant 30 min. La partie supérieure représente le 
dessus de la membrane et l’inférieure, le gel de matrice extracellulaire. Les deux zones sont 
séparées par la membrane transparente de 10 $m (espace transparent). Le repère orthogonale (x, 
y, z) indique la profondeur (z) des plans (x, y) dans l’espace.  
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Figure 33 : Organisation des tanycytes en culture sur insert et extension des 

prolongements à travers la membrane. A-B) Images de microscopie confocale montrant 
l’organisation des tanycytes sur les membranes avec des pores de 1 $m. En A, on observe sur la 
partie supérieure de la membrane les corps cellulaires (vert, vim) et les noyaux cellulaires (blancs) 
alors qu’en B, on observe uniquement sur la partie inférieure de la membrane les prolongements 
cellulaires (vert, vim). Après 6 jours de culture sur les inserts, les cellules sont fixées au PFA 4%, 
perméabilisées au triton 0,1%, puis incubées avec un anticorps primaire dirigé contre la vimentine 
(vim, vert) puis révélées par un anticorps secondaire couplé à l’Alexa-488. Les noyaux (blanc) sont 
marqués avec le Hoechst. La zone supérieure représente le dessus de la membrane et l’inférieure, 
le gel de matrice extracellulaire. Les deux zones sont séparées par la membrane de 10 $m 
d’épaisseur. Le repère orthogonale (x, y, z) indique la profondeur (z) des plans (x, y) dans l’espace. 
Barre d’échelle 100 $m. C-D) Images de microscopie électronique représentant les tanycytes 
après 6 jours de culture sur insert. On repère les corps cellulaires des tanycytes (C) dans la partie 
supérieure formant plusieurs couches et les prolongements le long de la membrane, sur la partie 
inférieure (D). N : noyau ; Mb : membrane ; P : prolongement. Barre d’échelle 10 $m et 1 $m.  
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Figure 34 : Les tanycytes en culture sur la membrane basale s’organisent en 

barrière et forment des jonctions serrées. A) Image de microscopie confocale 
montrant des tanycytes ensemencés pendant 6 jours sur insert, fixés au PFA 4%, 
perméabilisés au triton 0,1% puis marqués avec un anticorps primaire dirigé contre la 
vimentine (Vim, rouge) et ZO-1 (zonula occludens, jaune), une protéine des jonctions serrées. 
Les cellules sont révélées par l’utilisation d’un anticorps secondaire couplé à l’Alexa 555 et 
488 respectivement et les noyaux marqués au Hoechst (blanc) pendant 30 min. Barre 
d’échelle 20 $m. B-C) Image de microscopie électronique représentant les prolongements 
des tanycytes après 6 jours de culture sur insert montrant la formation de jonctions (B) entre 
les pieds tanycytaires présents dans le gel de MB et la présence de puits de clahtrine (flèche 
blanche) et de cavéoline (flèche noire). Échelle 100 nm. J : jonction ; Clc : clathrine ; Cav : 
cavéoline.  
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Figure 35 : La leptine est internalisée par les tanycytes en culture sur insert. 
A) Image de microscopie confocale de la face supérieure de l’insert montrant les corps 
cellulaires des tanycytes après 6 jours de mise en culture sur la membrane. Les cellules sont 
incubées avec la leptine fluorescente (1$g/ml, magenta) pendant 60 min, fixées au PFA 4% 
pendant 10 min, puis les noyaux (blanc) sont marqués au Hoechst pendant 30 min. Échelle 
20 $m. B-C) Reconstitution en 3D de l’organisation des tanycytes sur la membrane 
effectuée avec le logiciel ICY. Les images prises par microscopie confocale indiquent la 
présence de la leptine fluorescente (magenta) dans les corps cellulaires (B) situés dans la 
partie supérieure et dans les prolongements cellulaires (C) de la partie inférieure après une 
incubation de 60 min dans le gel de MB. Le repère orthogonale (x, y, z) indique la 
profondeur (z) des plans (x, y) dans l’espace.  
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Figure 36 : Figure : Les tanycytes émettent des prolongements dans les canaux de 

la puce microfluidique. A) Schéma d’organisation de la puce microfluidique, composée de 2 
compartiments séparés par des micro-canaux d’une longueur de 150 $m. Les tanycytes sont 
ensemencés dans le puit A et migrent vers le bas du puits et vers le compartiment B dans le sens 
du fluide. Le sens de diffusion des molécules est unidirectionnel, de la gauche vers la droite. Après 
5 jours de culture, les cellules sont fixées au PFA 4%. B) Images de microscopie à contraste de 
phase après 2 jours de culture sur la puce microfluidique. Les flèches indiquent les prolongements 
des tanycytes à travers les canaux qui contactent le compartiment B. C) Images de microscopie 
confocale montrant les tanycytes marqués pour l’actine (magenta) après 5 jours de culture et les 
noyaux au Hoechst (blanc). Les flèches indiquent les tanycytes ayant traversé les micro-canaux. 
Échelle 100 $m. L’image de droite représente un prolongement tanycytaire traversant sur les 
micro-canaux. Échelle 20 $m.  
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Figure 37 : La leptine est internalisée par les prolongements des tanycytes et 

rejoint les endosomes précoces. A) Schéma d’organisation de la puce microfluidique 
indiquant le sens de diffusion unidirectionnel des molécules (compartiment A vers B). Les 
tanycytes sont ensemencés dans le puit A, et migrent vers les micro-canaux pour émettre des 
prolongements dans le compartiment B. B) Images de microscopie confocale montrant les 
tanycytes après 5 jours de culture sur la puce microfluidique. Les cellules sont incubées en présence 
de leptine pendant 5 minutes puis marquées pour la vimentine (Vim, magenta), les endosomes 
précoces (EEA1, jaune) et les noyaux sont marqués au Hoechst (bleu). Les flèches blanches 
indiquent la présence de la leptine dans les endosomes précoces. La flèche vide pointe la présence 
d’endosomes précoces dans les prolongements des tanycytes. Échelle 20 $m.  

 



!"!#($!"!

 

 

 
 

 

 

 

 

5%($1((%*&)0!&!#+3!"
!

!

!

!

"

"
!

!

 

 

 

 

 

 

 

 

 



!"!#(%!"!

!"! &aQa/1a5d!2!32!3a/1ZPa!+\,&!a1!ZP1adP23Z621Z0P%

 

!"#!;!9-/$"))'*#!6,!$"3"/(",$!%!&%!&"/('#"!6%#)!&")!(%#+3+(")%

 

 

3=! >C:<FEC! CA<! @EC! 8;B?;EC! NFBN@>=E<CS! 5EC! V;FA! ADNBD<DC! :=B! >CA! =JF:;N9<CAU! C>>C! BCX;FE<! >=!

NFBN@>=<F;E! A=ET@FECU! :@FA! >789:;<8=>=?@A! :;@B! BDT@>CB! >=! I=>=ENC! DECBTD<FW@C! C<! ?=FE<CEFB!

>78;?D;A<=AFCS!37=N<F;E!NCE<B=>C!JC!>=!>C:<FEC!:C@<!AC!V=FBC!@EFW@C?CE<!AF!C>>C!CA<!<B=EA:;B<DC!J@!A=ET!

LCBA!ACA!NFI>CA!89:;<8=>=?FW@CA!C<! >CA!<=E9N9<CA! X;@CE<!@E!BY>C!N>D!J=EA!NC!:B;NCAA@A!CE!N;E<BY>=E<!

>7CE<BDC!JCA!?;>DN@>CA!=@!EFLC=@!JC!>7a4(#S!QC:CEJ=E<U!H!NC!X;@BU!=@N@EC!D<@JC!E7=!?;E<BD!:=B!W@C>A!

?DN=EFA?CA!>=!>C:<FEC!CA<!FE<CBE=>FADC!C<!<B=EA:;B<DC!:=B!>CA!<=E9N9<CAS!v7=F!:@!?;E<BCB!=@!N;@BA!JC!?=!

<8KAC!W@C!>CA!<=E9N9<CA!CM:BF?CE<!>C!BDNC:<C@B!0I"d!C<!W@C!>7FE<CBE=>FA=<F;E!JC!>=!>C:<FEC!BCW@FCB<!>=!

:BDACENC! JC! A;E! BDNC:<C@BS! aE! CVVC<U! X7;IACBLC! W@C! $,y! JCA! <=E9N9<CA! JC! >=! N@><@BC! A;E<! N=:=I>CA!

J7FE<CBE=>FACB! >=! >C:<FEC! C<! W@C! NCA! NC>>@>CA! A;E<! ?=BW@DCA! :=B! >7=E<FN;B:A! �/2S! 3=! >C:<FEC! CA<! N;"

FE<CBE=>FADC!=LCN!>7=E<FN;B:AU!A@TTDB=E<!>=!V;B?=<F;E!J7@E!N;?:>CMC!>;BA!JC!>7CEJ;N9<;ACS!!

!

/;@BW@;F! @EC! V=FI>C! :=B<! AC@>C?CE<! JCA! <=E9N9<CA! %*! =%,#$! CM:BF?C! >C! BDNC:<C@B! C<! J;EN!

FE<CBE=>FAC!>=!>C:<FEC!�!/>@AFC@BA!89:;<8KACA!:;@BB=FCE<!:CB?C<<BC!JC!BD:;EJBC!H!NC<<C!W@CA<F;ES!W*!=%=$U!

>CA!<=E9N9<CA!BC:BDACE<CE<!@EC!:;:@>=<F;E!8D<DB;TKEC!C<!A;E<!N>=AADA!CE!JFVVDBCE<A!A;@A"<9:CA!AC>;E!

>C@B!BD:=B<F<F;E!C<!>C@B!;BT=EFA=<F;E!>C!>;ET!J@!%C!LCE<BFN@>C!C<!J=EA!>7a4!t!>CA!<=E9N9<CA!e"#U!e"$U!f"#!C<!

f"$#&'.')S!!PD=E?;FEAU!=@!N;@BA!JCA!JCBEFKBCA!=EEDCA!>CA!D<@JCA!?;E<BCE<!W@C!N8=W@C!A;@A"TB;@:C!JC!

<=E9N9<CA!:BDACE<C!JCA!:8DE;<9:CA!C<!N=B=N<DBFA<FW@CA!:B;:BCA'$S!aE!CVVC<U!F>!CA<!DT=>C?CE<!F?:;B<=E<!

JC!:BCEJBC!CE!N;EAFJDB=<F;E!>7FE<CB=N<F;E!JCA!<=E9N9<CA!=LCN!>CA!NC>>@>CA!EC@B;E=>CA!C<!CEJ;<8D>F=>CA!C<!

>=!JFVVDBCENC!J=EA!>7CM:BCAAF;E!JCA!TKECA!JCA!JFVVDBCE<A!<=E9N9<CA'#5'%S![C!NC<<C!?=EFKBCU!F>!CA<!:;AAFI>C!

J7F?=TFECB!W@C!>=!N@><@BC!:BF?=FBC!JC!<=E9N9<CA!CA<!DT=>C?CE<!8D<DB;TKECU!C<!W@7@E!AC@>!A;@A"<9:C!JC!

<=E9N9<CA!CM:BF?C!>C!BDNC:<C@B!H!>=!>C:<FEC!C<!W@7F>!:;@BB=F<!A7=TFB!J@!A;@A"<9:C!f!?;E<BD!N;??C!N=:=I>C!

JC!<B=EA:;B<CB!>=!>C:<FEC!J=EA!>7a4(#S!3=!:B;:;AF<F;E!V=F<C!J7@EC!E;@LC>>C!N>=AAFVFN=<F;E!:>@A!N;?:>K<C'#U!

:BCE=E<!CE!N;?:<C!>7CM:BCAAF;E!JCA!TKECA!C<!JC!E;@LC=@M!?=BW@C@BA!NC>>@>=FBCA!AC?I>C!EDNCAA=FBC!=VFE!

JC!NFI>CB!:>@A!A:DNFVFW@C?CE<!@E!A;@A"TB;@:C!C<!JC!?FC@M!N;?:BCEJBC!>C@B!V;EN<F;E!J=EA!>C!<B=EA:;B<!

?;>DN@>=FBC! C<! >=! BDT@>=<F;E! J@!?D<=I;>FA?C!DECBTD<FW@C'%.''S! vC!?C! A@FA! V;N=>FADC! A@B! >C!?=BW@=TC!

[2d//%$!CM:BF?D!:=B! >7CEAC?I>C!JCA!<=E9N9<CAU!C<!gog#,!CM:BF?D!:=B! >CA!<=E9N9<CA!f!?=FA! F>! ACB=F<!

EDNCAA=FBC!J7@<F>FACB! J7=@<BCA!?=BW@C@BA!:>@A! A:DNFVFW@CA!:;@B! N=B=N<DBFACB! >=! N@><@BC)&S! dDNC??CE<!

FJCE<FVFDA!:=B!>=!<CN8EFW@C!dP2ACWU!JCA!?=BW@C@BA!<C>A!W@C!10&!C<!.$(IS)L!:CB?C<<B=FCE<!J7FJCE<FVFCB!

>CA!<=E9N9<CA!f$!'%.#&(.#&)S!



!"!#(&!"!

3=! ACN;EJC! 89:;<8KAC! :;@B! CM:>FW@CB! >C! V=FI>C! :;@BNCE<=TC! JC! NC>>@>CA! >C:<FEC":;AF<FLCA!

:;@BB=F<!b<BC!>C!EFLC=@!J7CM:BCAAF;E!JCA!BDNC:<C@BA!H!>=!>C:<FEC!H!>=!A@BV=NC!JCA!<=E9N9<CAS!0@<BC!>C!V=F<!

J7CM:BF?CB!>C!BDNC:<C@B!0I"dU!>=!:;AAFIF>F<D!J7FE<CBE=>FACB!>=!>C:<FEC!:=B!>CA!NC>>@>CA!JD:CEJ!JC!>=!:=B<!

JCA! BDNC:<C@BA!0I"d! :BDACE<A! =@! EFLC=@! JC! >=!?C?IB=EC! :>=A?FW@C! C<! JFA:;EFI>CA! =@!?;?CE<! JC!

>7FE<CBE=>FA=<F;ES!Q7CA<!>=!BDA@><=E<C!J7@EC!I=>=ENC!CE<BC!t!A9E<8KAC!JCA!BDNC:<C@BAU!=N8C?FEC?CE<!H!>=!

?C?IB=EC! :>=A?FW@CU! FE<CBE=>FA=<F;E! JD:CEJ=E<C! ;@! FEJD:CEJ=E<C! JC! >=! >C:<FECU! BCN9N>=TC! C<!

JDTB=J=<F;E!#&-S!/>@AFC@BA!D<@JCA!BD=>FADCA!%*!=%,#$!A@B!JCA!?;JK>CA!8D<DB;>;T@CA!;E<!?FA!CE!DLFJCENC!

>=! :BDACENC! JC! :;;>A! FE<B=NC>>@>=FBCA! JC! BDNC:<C@BA! H! >=! >C:<FEC! :BFENF:=>C?CE<! =@! EFLC=@! J@!

T;>TFi1oP#/%.#/&S! 0BU! AC@>C?CE<! @EC! V=FI>C! :=B<FC! O'"$,yR! JCA! BDNC:<C@BA! 0I"d! ED;"A9E<8D<FADA! C<!

=NN@?@>DA!H!NC!EFLC=@!CA<!=JBCAADC!H!>=!?C?IB=EC!:>=A?FW@C!:;@B!FEJ@FBC!@EC!=N<FL=<F;E!JCA!L;FCA!JC!

AFTE=>FA=<F;ES!QCNF!:C@<!A7CM:>FW@CB!:=B!@EC!CEJ;N9<;AC!N;EA<F<@<FLC!J@!BDNC:<C@BU!FEJD:CEJ=E<C!JC!>=!

VFM=<F;E!JC! >=! >C:<FEC!C<!W@F!EC! N;EJ@F<!:=A!H!@E! BCN9N>=TC!?=FA!H!@EC!JDTB=J=<F;E!JC!0I"d!:=B! >CA!

>9A;A;?CA!#/&.#""S!Q7CA<! >7;IACBL=<F;E!W@F!=!D<D!V=F<C!A@B! >CA!NC>>@>CA!-C3=!:=B! >jDW@F:C!JC!.LCA!d;@F>>D!

?;E<B=E<U! W@C! >7FE<CBE=>FA=<F;E! JC! 0I"d=! C<! 0I"dI! CA<! N;EA<F<@<FLC! #/&S! 3CA! =@<C@BA! ;E<! DT=>C?CE<!

?;E<BD! :>@A! <=BJU! W@C! >CA! BDNC:<C@BA! 0I"d=! C<! 0I"dI! A;E<! @IFW@F<FE9>DA! =@! EFLC=@! JC! >C@B! W@C@C!

N9<;:>=A?FW@C!OA@B!JC@M!BDAFJ@A!>9AFECRU!@E!:B;NCAA@A!BCW@FA!@EFW@C?CE<!J=EA!>C!N=A!JC!>7FA;V;B?C!0I"

d=! >;BA! JC! >7CEJ;N9<;AC! JD:CEJ=E<C! JC! >=! N>=<8BFEC#/'S! 37@IFW@F<FE=<F;E! =VVCN<C! >=! JDTB=J=<F;E! JCA!

BDNC:<C@BA!C<!:>@A!TDEDB=>C?CE<!>C@B!<B=VFNU!?;J@>=E<!>7CM:;AF<F;E!JCA!BDNC:<C@BA!H!>=!A@BV=NC!NC>>@>=FBC!

C<!>=!L;FC!C?:B@E<DC!J=EA!>=!NC>>@>C!#&-S!!

3=!?=N8FECBFC!F?:>FW@DC!J=EA!>=!BDT@>=<F;E!JC!>7CM:BCAAF;E!JCA!BDNC:<C@BA!0I"d!H!>=!?C?IB=EC!

BCA<C!CEN;BC!H!JD<CB?FECB!?=FA! >7F?:>FN=<F;E!JC!NCB<=FECA!V=?F>>CA!JC!:B;<DFECA!=!D?CBTD!JC:@FA! >CA!

=EEDCA! $,,,S![CA! =@<C@BA! ;E<!?;E<BD! >7F?:>FN=<F;E! J7@EC!:B;<DFEC! JC! >=! V=?F>>C! JCA! CEJ;A:=EFECAU!

>7CEJ;A:=EFEC"#U!DT=>C?CE<!N;EE@C!A;@A!>C!E;?!JC!0I"dod/!OOE34!;-*-3#-(),-0!"#$,-%*R!;@!3a/d01!

O(-",%*!#-+-",$#!$=-#()""%*;!,#)*6+#%",RU!J=EA!>=!BDT@>=<F;E!JC!>7=JBCAA=TC!H!>=!?C?IB=EC!:>=A?FW@C!JCA!

BDNC:<C@BA! H! >=! >C:<FECS! QC<<C! :B;<DFEC! N;JDC! :=B! >C!?b?C! TKEC! W@C! >C! BDNC:<C@B! H! >=! >C:<FEC! CA<!

:BDACE<C!J=EA!>CA!CEJ;A;?CA#'/S!Q7CA<!@E!BDT@>=<C@B!EDT=<FV!JC!>7CM:BCAAF;E!J@!BDNC:<C@B!0I"dI!H!>=!

A@BV=NC! NC>>@>=FBC#"%S!l@C>W@CA! =EEDCA!:>@A! <=BJU! >CA! <B=L=@M!JC! 6DB;E!C<! N;>>=I;B=<C@BA!;E<!?;E<BD!

>7FE<CB=N<F;E! JC! >7CEJ;A:=EFEC"#! =LCN! >C! BDNC:<C@B! 0I"dI! C<! A;E! BY>C! J=EA! >=! ?;J@>=<F;E! JC! A;E!

CM:BCAAF;E!H! >=!A@BV=NC!?C?IB=E=FBC!CE! >7=JBCAAA=E<U!JCA!CEJ;A;?CA!LCBA! >CA! >9A;A;?CAU! V=L;BFA=E<!

=FEAF!A=!JDTB=J=<F;E#'"S!37CEJ;A:=EFEC"#!CA<!JDVFEFC!N;??C!@E!FE<DTB=<C@B!89:;<8=>=?FW@C!F?:>FW@D!

J=EA!>C!N;E<BY>C!JC!>=!AFTE=>FA=<F;E!J@!BDNC:<C@B!H!>=!>C:<FEC!C<!A;E!FE=N<FL=<F;E!V=L;BFAC!@E!BCN9N>=TC!J@!

BDNC:<C@B!H!>=!?C?IB=EC!:>=A?FW@C!C<!J;EN!>=!JFA:;EFIF>F<D!J70I"d!H!>=!A@BV=NC!NC>>@>=FBC!#"&.#'".#'#S!!!



!"!#('!"!

[7=@<BCA!:B;<DFECA!;E<!DT=>C?CE<!D<D!FJCE<FVFDCA!N;??C!F?:>FW@DCA!J=EA!>=!BDT@>=<F;E!J@!<B=VFN!

FE<B=NC>>@>=FBC!J@!BDNC:<C@B!0I"d!<C>>CA!W@C!>CA!:B;<DFECA!J@!A9EJBY?C!JC!\=BJC<"\FCJ>!O\\6RS![=EA!>C!

A9EJB;?C!JC!\=BJC<"\FCJ>! O?=>=JFC!TDED<FW@CRU! >CA!:B;<DFECA!\\6U! A;E<! F?:>FW@DCA!J=EA! >C! <B=VFN!JC!

BDNC:<C@BA!J=EA!>CA!EC@B;ECA#'$S![CA!?@<=<F;EA!J=EA!>CA!TKECA!\\6!N;EJ@FACE<!N8CG!>CA!:=<FCE<A!=<<CFE<A!

NC!A9EJB;?CU!=@!JDLC>;::C?CE<!J7@EC!;IDAF<D!N=B=N<DBFA<FW@C!#'%S![=EA!>=!V=?F>>C!JCA!:B;<DFECA!\\6U!*!

A;E<!N;EE@CAU!J;E<!\\6#!C<!\\6$U!:;@B!FE<CB=TFB!=LCN!0I"d!C<!X;@CB!@E!BY>C!J=EA!A;E!=JBCAA=TC!H!>=!

A@BV=NC!NC>>@>=FBCS!Q;E<B=FBC?CE<!=@!BY>C!EDT=<FV!JC!>7CEJ;A:=EFEC"#U!>=!:B;<DFEC!\\6#!L=!V=L;BFACB!>=!

:BDACENC!J@!BDNC:<C@B!0I"d!H!>=!A@BV=NC!JC!>=!NC>>@>CU!C<!>C!BCEJBC!JFA:;EFI>C!:;@B!>=!>C:<FECS!2FEAFU!N8CG!

>=!A;@BFAU!@EC!JD>D<F;E!JC!\\6#!J=EA!>CA!EC@B;ECA!W@F!CM:BF?CE<!0I"dIU!C?:bN8C!>=!VFM=<F;E!JC!>=!>C:<FEC!

A@B!A;E!BDNC:<C@BS!3=!>C:<FEC!EC!:;@L=E<!FEJ@FBC!A;E!=N<F;E!=E;BCMFTKECU!NCA!A;@BFA!JDLC>;::CE<!@EC!

;IDAF<D!#'&.#''S!

37CEAC?I>C!JC!NCA!<B=L=@M!?;E<BCE<!W@C!>=!BDT@>=<F;E!J@!<B=VFN!J@!BDNC:<C@B!H!>=!>C:<FEC!0\"d!

CA<!@E!?DN=EFA?C!NCE<B=>!J=EA!>=!?FAC!CE!:>=NC!JC!>7;IDAF<DS!Z>!CA<!J;EN!F?:;B<=E<!JC!?FC@M!N;?:BCEJBC!

>CA!=N<C@BA!F?:>FW@DAS!37D<@JC!JC!>7CM:BCAAF;E!C<!JC!>=!AFTE=>FA=<F;E!J@!BDNC:<C@B!0I"d!BCA<C!ED=E?;FEA!

JFVVFNF>CS! 3=! V=FI>C! CM:BCAAF;E!JC!0I"d! =@!EFLC=@!JC! >=!?C?IB=EC!:>=A?FW@C!=AA;NFDC! H!@E!?=EW@C!

J7;@<F>A!JC!JD<CN<F;E!N;EA<F<@CE<!@E!VBCFE!J=EA!A;E!A@FLF!C<!BCEJ!JFVVFNF>C!A;E!D<@JC!J=EA!JCA!A9A<K?CA!

E;E!A@BCM:BF?DAS!2VFE!JC!?FC@M!N;?:BCEJBC!A=!BDT@>=<F;E!C<!>CA!:B;NCAA@A!?FA!CE!XC@U!F>!CA<!:BF?;BJF=>!

JC!JDLC>;::CB!C<!J7@<F>FACB!JC!E;@LC=@M!?;JK>CAS!!

 

!"&-!."#$!%&'()"#"*)+,$!-,!.$/$%0$,.!,1-.!-23(!#$(!023'/'0$(!%

 

3;BA!JC!?CA!<B=L=@M!C<!TB`NC!H!>7@<F>FA=<F;E!JC!>7=E<FN;B:A!�/2!W@F!BCN;EE=F<!>C!J;?=FEC!Qd-#!

J@! BDNC:<C@B! H! >=! >C:<FEC! C<! JC! >=! >C:<FEC! V>@;BCANCE<CU! X7=::;B<C! JCA! DLFJCENCA! W@7@EC! :=B<FC! JCA!

<=E9N9<CA! %*! =%,#$! AC?I>CE<! CEJ;N9<CB! >=! >C:<FEC! TB`NC! H! A;E! BDNC:<C@B! 0IdS! QCA! BDA@><=<A! ;E<! D<D!

FE<DTBDA!J=EA!@E!=B<FN>C!BD=>FAD!CE!N;>>=I;B=<F;E!=LCN!>7DW@F:C!JC!cFENCE<!/BDL;<!W@F!?;E<BC!>7F?:>FN=<F;E!

J@! BDNC:<C@B!0I"d!J=EA! >C! <B=EA:;B<!C<! >7=N<F;E! NCE<B=>C!JC! >=! >C:<FEC!=@!EFLC=@!JCA! <=E9N9<CAS!QCA!

BDA@><=<A! ;E<! D<D! ;I<CE@A! TB`NC! H! @E! ?;JK>C! JC! A;@BFA! 3C:d>;M/i>;M/! W@F! :CB?C<U! :=B! FEXCN<F;E!

A<DBD;<=MFW@C!J=EA! >C! %C! LCE<BFN@>C!JC! >=! BCN;?IFE=AC!QBC! BCN;?IFE=E<C! N=:=I>C!J7CE<BCB!J=EA! >CA!

NC>>@>CA! O<=<"QBCRU! JC! NFI>CB! >CA! NC>>@>CA!I;BJ=E<! >C!%C! LCE<BFN@>C!C<!JC! A@::BF?CB! >C! BDNC:<C@B!0I"dU!

A:DNFVFW@C?CE<!J=EA!>CA!<=E9N9<CAS!37=I>=<F;E!JC!0I"d=!C<!0I"dI!=FEAF!;I<CE@C!N;EJ@F<!H!@EC!;IDAF<D!

?;JDBDC!C<!H!@EC!=@T?CE<=<F;E!JC!>7=JF:;AF<D!N8CG!>CA!A;@BFAS!QC<<C!FE8FIF<F;E!C?:bN8C!>C!<B=EA:;B<!JC!

>=!>C:<FEC!LCBA!ACA!NFI>CA!EC@B;E=>CA!:BDACE<CA!J=EA!>C!P2!J;E<!E;<=??CE<!>CA!EC@B;ECA!/04Q!C<!2Td/!



!"!#((!"!

N;EJ@FA=E<!H!@EC!=@T?CE<=<F;E!JC!>=!:BFAC!=>F?CE<=FBC!C<!H!@EC!=NN@?@>=<F;E!JC!>F:FJCA!OL;FB!=B<FN>C!

:=TC!*RS!QCA!J;EEDCA!A;E<!CE!>FCE!=LCN!JCA!<B=L=@M!?;E<B=E<!W@7@EC!JD>D<F;E!JC!0I"d!J=EA!NCA!JC@M!

:;:@>=<F;EA!EC@B;E=>CA!N;EJ@F<!H!@EC!=@T?CE<=<F;E!JC!>7=JF:;AF<D#'(.#')S!37CEAC?I>C!A7=NN;?:=TEC!:=B!

@EC! =><DB=<F;E! J@! N;E<BY>C! NCE<B=>! JC! >78;?D;A<=AFC! J@! T>@N;AC! C<! =@! EFLC=@! :DBF:8DBFW@C! :=B! @EC!

JDVFNFCENC!JC!V;EN<F;E!JCA!NC>>@>CA!f":=ENBD=<FW@CAS![C!?=EFKBC!FE<DBCAA=E<CU!;E!BC<B;@LC!@EC!A;@A"

CM:BCAAF;E! JCA! TKECA! JC! BD:;EAC! H! >7=N<F;E! JC! >=! >C:<FEC! J=EA! >C! P2! W@=EJ! >C! BDNC:<C@B! 0I"d! CA<!

A@::BF?D!J=EA!>CA!<=E9N9<CAS!!

37=AA;NF=<F;E!JC!E;A!J;EEDCA!%*!=%,#$!-,!%*!=%=$U!?;E<BC!N>=FBC?CE<!W@C!>CA!<=E9N9<CA!CM:BF?CE<!

>C!BDNC:<C@B!H!>=!>C:<FEC!C<!W@C!NC>@F"NF!CA<!V;EN<F;EEC>S![C!:>@AU!>7CM:BCAAF;E!J@!BDNC:<C@B!CA<!CAACE<FC>>C!

:;@B!>=!<B=EAN9<;AC!JC!>=!>C:<FEC!J=EA!>CA!<=E9N9<CA!C<!A;E!<B=EA:;B<!J@!A=ET!LCBA!>C!3Qd!=VFE!JC!BCX;FEJBC!

NCA!NFI>CA!EC@B;E=>CA!J=EA!>C!P2S![C!?=EFKBC!TDEDB=>CU!NC!<B=EA:;B<!FEJ@F<!:=B!0I"d!AC?I>C!X;@CB!@E!

BY>C! LF<=>! J=EA! >C! N;E<BY>C! JC! >=! V;EN<F;E! JCA! NC>>@>CA! f":=ENBD=<FW@CAU! >C! A<;N]=TC! >F:FJFW@C! C<!

>78;?D;A<=AFC!J@!T>@N;ACS!!!

!

4=>TBD!NCA!BDA@><=<AU!>=!>F<<DB=<@BC!BDNCE<C!XC<<C!>C!<B;@I>C!A@B!>7CM:BCAAF;E!J@!BDNC:<C@B!0I"d!

J=EA!>CA!<=E9N9<CAS!aE!CVVC<U!JCA!<B=L=@M!:@I>FDA!CE!$,#+!:=B!>7DW@F:C!JC!\>=N]A8=w!A@TTKBCE<!W@C!>C!

BDNC:<C@B!0I"d!E7CA<!:=A!CM:BF?D!J=EA!>CA!<=E9N9<CA!;@!CE!<BKA!V=FI>C!W@=E<F<DS!PD=E?;FEAU!N;??C!

CM:>FW@D! :BDNDJC??CE<U! >CA! ?D<8;JCA! JC! JD<CN<F;E! J@! BDNC:<C@B! H! >=! >C:<FEC! D<=E<! @EC! >F?F<C!

F?:;B<=E<CU!F>!CA<!:;AAFI>C!W@C!>CA!<CN8EFW@CA!@<F>FADCA!EC!A;FCE<!:=A!=AACG!ACEAFI>CA!:;@B!>C!JD<CN<CBS!

3CA!=@<C@BA!?;E<BCE<!DT=>C?CE<!W@C!>=!JD>D<F;E!JC!0I"d!J=EA!>CA!<=E9N9<CA!E7=VVCN<C!:=A!>7=N<FL=<F;E!

JC!>=!AFTE=>FA=<F;E!6121%!J=EA!>CA!EC@B;ECA!89:;<8=>=?FW@CA!"'"U!V=N<C@B!VFE=>!J7=N<FL=<F;E!JC!>=!L;FC!

FEJ@F<C!:=B!0I"dS![=EA!NCA!<B=L=@MU!>C!?;JK>C!JC!A;@BFA!d=M"QBCad1$!#'-!:;@B!>CW@C>!>C!BDNC:<C@B!H!>=!

>C:<FEC! CA<! JD>D<D! AD>CN<FLC?CE<! J=EA! >CA! <=E9N9<CA! CA<! @<F>FADS! 3=! BCN;?IFE=FA;E! JD:CEJ=E<C! JC!

>7CM:BCAAF;E! JC! >=! BCN;?IFE=AC! QBC! CM:BF?DC! J=EA! >CA! <=E9N9<CA! CA<! FEJ@F<C! =:BKA! @EC! FEXCN<F;E!

FE<B=:DBF<;ED=>C! JC! <=?;MFVKEC! ;@! :=B! FETCA<F;E! JC! E;@BBF<@BC! N;E<CE=E<! >C! <=?;MFVKECS! 0BU! F>! CA<!

F?:;B<=E<!JC!N;EAFJDBCB!W@C!NC<<C!?;>DN@>C!CA<!N;EE@C!:;@B!=><DBCB!A<B@N<@BC>>C?CE<!>C!N9<;AW@C>C<<C!

J7=N<FECU! C<! :;@B! FE<CBVDBCB! :>@A! T>;I=>C?CE<U! >;BA! J7@EC! :BFAC! :B;>;ETDCU! =LCN! >=! BDT@>=<F;E! J@!

?D<=I;>FA?C!C<!>7=MC!JC!BC:B;J@N<F;E!#(/S!QCA!=><DB=<F;EA!:89AF;>;TFW@CA!T>;I=>CA!:;@BB=FCE<!?=AW@CB!

>CA!CVVC<A!JC!>=!JD>D<F;E!J@!BDNC:<C@B!0I"d!J=EA!>CA!<=E9N9<CAS !

[=EA!E;<BC!D<@JCU!E;@A!@<F>FA;EA!@EC!=@<BC!?D<8;JC!W@F!=!:CB?FA!JC!A7=VVB=EN8FB!JC!NCA!CVVC<A!

FEJDAFB=I>CA! :=B! >7FEXCN<F;E! JC! <=<"QBC! BCN;?IFE=AC! JFBCN<C?CE<! J=EA! >C! %C! LCE<BFN@>C! JCA! A;@BFA!

(/.#("37CEAC?I>C! JCA! NC>>@>CA! I;BJ=E<! >C! LCE<BFN@>C! A;E<! <;@N8DCAU! J;E<! >CA! <=E9N9<CAU! >CA! NC>>@>CA!

D:CEJ9?=FBCA!C<!>C!:>CM@A!N8;B;xJCS!QC:CEJ=E<U!F>!CA<!F?:;B<=E<!JC!E;<CB!W@C!W@C>W@CA!EC@B;ECA!J@!

:=BCEN89?C!:C@LCE<!b<BC!DT=>C?CE<!BCN;?IFEDA!:=B!JFVV@AF;E!JC!>=!<=<"QBC!#(#S!!



!"!#()!"!

/;@B!<CE<CB!JC!<B=EN8CB!C<!=X;@<CB!@E!EFLC=@!JC!:BC@LC!A@::>D?CE<=FBC!H!>7=N<F;E!J@!BDNC:<C@B!

H!>=!>C:<FECU!F>!ACB=F<!FE<DBCAA=E<!J7@<F>FACB!>C!?;JK>C!JC!B=<!n;>C<A]9!V=]iV=]!O6-d0\R!W@FU!CE!N;EADW@CENC!

J7@EC!?@<=<F;E!BDNCAAFLC!E;E"ACEAU!E7CM:BF?C!:=A!>C!BDNC:<C@B!H!>=!>C:<FEC#($S!3CA!B=<A!:;B<C@BA!JC!NC<<C!

?@<=<F;E! JDLC>;::CE<! @EC! ;IDAF<D! =AA;NFDC! H! @EC! 89:CB<CEAF;EU! @EC! 89:CB<BFT>9ND?FCU! @EC!

89:CB>F:FJD?FC! C<! 89:CBFEA@>FED?FCS! Z>! ACB=F<! J;EN! FE<DBCAA=E<! J7CVVCN<@CB! @EC! N@><@BC! :BF?=FBC! JC!

<=E9N9<CA!JC!B=<A!6-d0\!C<!JC!>CA!FEN@ICB!CE!:BDACENC!JC!>C:<FEC!V>@;BCANCE<C!=VFE!JC!L;FB!>7CVVC<!J7@EC!

JD>D<F;E!JC!0I"d!J=EA!>CA!<=E9N9<CA!%*!=%,#$S!vC!?7=<<CEJA!H!NC!W@C!>=!>C:<FEC!EC!A;F<!:=A!FE<CBE=>FADC!:=B!

NCA!<=E9N9<CA!C<!W@C!>7CEJ;N9<;AC!A;F<!I>;W@DCS!37D<=:C!VFE=>C!JC!NC<<C!CM:DBFCENC!ACB=F<!JC!<B=EAVCN<CB!

NCA!<=E9N9<CA!=LCN!@E!:>=A?FJC!N;J=E<!:;@B!0I"d=!C<!0I"dI!J=EA!>C!I@<!J7;IACBLCB!@EC!BCA<=@B=<F;E!

JC!>7CEJ;N9<;AC!JC!>=!>C:<FEC!C<!JD<CB?FECB!J=EA!W@C>>C!?CA@BC!>CA!JC@M!FA;V;B?CA!A;E<!F?:>FW@DA!J=EA!

NC!:B;NCAA@AS!!

 

!"(!;!93-"/'0"($!-$!#2!#$%0)3$<!,3$!($,#$!4")$!)5%#)+,$$%3%

!%

2@! N;@BA! JC! ?=! <8KACU! X7=F! ?;E<BD! W@C! >=! >C:<FEC! CA<! FE<CBE=>FADC! :=B! >=! L;FC! J7CEJ;N9<;AC!

JD:CEJ=E<C!JC!>=!N>=<8BFECS!37FE8FIF<F;E!JC!NC<<C!L;FC!:=B!>7@<F>FA=<F;E!J7@E!?@<=E<!J;?FE=E<!EDT=<FV!JC!

>7a:AFEC"#'!C<!J7@E!2dP!FE<CBVDBCE<!JFBFTD!N;E<BC!>=!N8=FEC!>;@BJC!JC!>=!N>=<8BFECU!FEJ@F<!@E!I>;N=TC!JC!

>7FE<CBE=>FA=<F;E!JC!>=!>C:<FEC!V>@;BCANCE<CS!4CA!BDA@><=<A!A;E<!CE!=NN;BJ!=LCN!>CA!<B=L=@M!BD=>FADA!:=B!

\C>;@G=BJ!C<!d;@F>>D!CE!$,,(!#/'U!W@F!?;E<BCE<!W@C!>CA!BDNC:<C@BA!0I"d=!C<!0I"dI!A;E<!FE<CBE=>FADA!:=B!

>=!L;FC!JD:CEJ=E<C!JC!>=!N>=<8BFECS![C!:>@AU!@EC!D<@JC!:;B<=E<!A@B!>C!<B=EA:;B<!J7@EC!=@<BC!8;B?;EC!

?D<=I;>FW@C!J=EA!>CA!<=E9N9<CA!JC!>7a4U!>=!T8BD>FECU!A@TTKBC!DT=>C?CE<!W@C!A;E!CEJ;N9<;AC!JD:CEJ!

JC!>=!N>=<8BFEC!($S!QC:CEJ=E<U!;E!:C@<!AC!JC?=EJCB!AF!>7CEJ;N9<;AC!JD:CEJ=E<C!JC!>=!N>=<8BFEC!N;EA<F<@C!

>=!AC@>C!C<!@EFW@C!L;FC!J7FE<CBE=>FA=<F;E!C?:B@E<DC!:=B!>=!>C:<FEC!J=EA!>CA!<=E9N9<CA!�!!aE!CVVC<U!?CA!

J;EEDCA!FEJFW@CE<!@E!:;@BNCE<=TC!JC!N;>;N=>FA=<F;E!AC@>C?CE<!JC!%,y!CE<BC!>=!>C:<FEC!C<!>=!N>=<8BFEC!

NC!W@F!:;@BB=F<!A@TTDBCB!>7F?:>FN=<F;E!J7@EC!=@<BC!L;FC!J7FE<CBE=>FA=<F;E!:;@B!>=!>C:<FEC!C<!>C!BDNC:<C@B!

0I"d!:=B! >CA! <=E9N9<CAS! 37;IACBL=<F;E!JCA! <=E9N9<CA! CE! N@><@BC! =@!?FNB;AN;:C!D>CN<B;EFW@C! =! =<<FBD!

E;<BC!=<<CE<F;E!A@B!>=!:BDACENC!J7@E!=@<BC!<9:C!J7FEL=TFE=<F;EA!?C?IB=E=FBCA!JC!V;B?C!:>@A!=>>;ETDCU!

W@F! N;E<B=FBC?CE<! =@M! LDAFN@>CA! JC! N>=<8BFEC! EC! :;AAKJC! :=A! JC! G;EC! JCEAC! =@<;@B! JC! >=! LDAFN@>CU!

N=B=N<DBFA<FW@C!J@!?=E<C=@!JC!N>=<8BFECS!QCA!A<B@N<@BCA!:;@BB=FCE<!A7=::=BCE<CB!H!JCA!N=LD;>CA!OVFT@BC!

%*U!2RS!!

ZJCE<FVFDCA!>=!:BC?FKBC!V;FA!:=B!>7DW@F:C!JC!oC;BTCA!/=>=JC!J=EA!>CA!=EEDCA!#+',U!>C!BY>C!JCA!

N=LD;>CA! J=EA! >7FE<CBE=>FA=<F;E! JC! N;?:>CMC! 8;B?;ECiBDNC:<C@B! =! D<D! ?FA! CE! =L=E<! =@! N;@BA! J@!

:B;NCAA@A!JC!<B=EAN9<;AC!J=EA!>CA!L=FAAC=@M!A=ET@FEA!")#S!0E!>CA!BC<B;@LC!DT=>C?CE<!J=EA!>CA!NC>>@>CA!



!"!#(*!"!

CEJ;<8D>F=>CA!JC!>=!I=BBFKBC!8D?=<;"CEND:8=>FW@C!:BDACE<CA!J=EA!>C!P2''S![C!:>@AU!J=EA!>789:;<8=>=?@A!

?DJF;"I=A=>U!>=!N=LD;>FEC"#!ACB=F<!BC<B;@LDC!J=EA!>CA!<=E9N9<CA!f!?=FA!:=A!J=EA!>CA!<=E9N9<CA!eS!a>>C!CA<!

CM:BF?DC!=@!EFLC=@!=:FN=>!?=FA!DT=>C?CE<!=@!EFLC=@!JCA!:B;>;ETC?CE<A!JCA!<=E9N9<CA!f#!C<!f$!#&#S!

QC<<C!JFA<BFI@<F;E!:;@BB=F<!<B=J@FBC!@EC!JFVVDBCENC!J=EA!>CA!?DN=EFA?CA!JC!<B=EA:;B<!JCA!?;>DN@>CA!:=B!

>CA!JFVVDBCE<A!<9:CA!JC!<=E9N9<CAS!/;@B!DN>=FBCB! >C!BY>C!:;AAFI>C!JCA!N=LD;>CA!J=EA! >7CEJ;N9<;AC!JC! >=!

>C:<FEC! :=B! >CA! <=E9N9<CAU! X7=F! BD=>FAD! @E! ?=BW@=TC! JC! >=! N=LD;>FEC"#! ON=L"#R! H! JFVVDBCE<A! <C?:A!

J7FE<CBE=>FA=<F;E! JC! >=! >C:<FEC! 37;IACBL=<F;E! J7@E!?=BW@=TC! :@EN<FV;B?C! JC! N=L"#! J=EA! >CA! NC>>@>CA!

L=>FJC!>=!:BDACENC!JCA!N=LD;>CA!;IACBLDA!CE!4a!J=EA!>CA!<=E9N9<CA!OVFT@BC!%*U!\RS![C!:>@AU!CELFB;E!%,y!

JC!>=! >C:<FEC!V>@;BCANCE<C!N;>;N=>FAC!=LCN!Q=L"#U!=:BKA!'!?FE@<CA!J7FE<CBE=>FA=<F;E!OVFT@BC!%*U!QRS!QCA!

J;EEDCA!:BD>F?FE=FBCA!A@TTKBCE<!W@7@EC!:=B<FC!JC!>=!>C:<FEC!:;@BB=F<!b<BC!DT=>C?CE<!FE<CBE=>FADC!J=EA!

>CA! LDAFN@>CA!JC! N=LD;>FEC!J=EA! >CA! <=E9N9<CAS! QC:CEJ=E<U! F>! CA<! EDNCAA=FBC!J7=>>CB! :>@A! >;FE!J=EA! >CA!

CM:DBFCENCA!:;@B!?;E<BCB!A;E!F?:>FN=<F;E!V;EN<F;EEC>>CS!Z>!ACB=F<!CE!CVVC<!FE<DBCAA=E<!J7@<F>FACB!@E!2dP!

FE<CBVDB=E<!OA8"dP2R!JFBFTD!N;E<BC!>=!N=LD;>FEC"#!NC!W@F!:CB?C<<B=F<!J7DN>=FBCB!A;E!BY>C!J=EA!>C!:B;NCAA@A!

J7CEJ;N9<;AC!JC!>=!>C:<FEC!:=B!>CA!<=E9N9<CAS!!

Z>!E7CA<!:=A!=IA@BJC!JC!:CEACB!W@7@E!N;?:>CMC!8;B?;ECiBDNC:<C@B!:;@BB=F<!C?:B@E<CB!JC@M!

L;FCA!J7CEJ;N9<;AC!JFVVDBCE<CA!J=EA!@E!<9:C!NC>>@>=FBCS!6C>;E!>=!L;FC!J7FE<CBE=>FA=<F;E!C?:B@E<DCU!@E!

N=BT;!E7=!:=A!>=!?b?C!JCA<FE=<F;E!J=EA!>=!NC>>@>C!C<!L=!BCX;FEJBC!JFVVDBCE<A!N;?:=B<F?CE<AU!:=B<FNF:=E<!

=@! BCN9N>=TC! ;@! H! >=! JDTB=J=<F;E! :=B! CMC?:>CS! [C! :>@AU! H! >7FEA<=B! JC! >7aogU! @EC! ACN;EJC! L;FC!

J7FE<CBE=>FA=<F;E!:;@BB=F<!b<BC!F?:>FW@DC!JC!?=EFKBC!JD:CEJ=E<C!H!>=!N;ENCE<B=<F;E!JC!>C:<FEC!@<F>FADCS!

aE!CVVC<U!@EC!W@=E<F<D!<B;:!F?:;B<=E<C!JC!>C:<FEC!NFBN@>=E<C!:;@BB=F<!b<BC!=N8C?FEDC!J=EA!>CA!L;FCA!JC!

JDTB=J=<F;E! =VFE! JC! >F?F<CB! A;E! :=AA=TC! J=EA! >C! 3Qd! C<! :B;<DTCB! >CA! NFI>CA! 89:;<8=>=?FW@CA! J7@EC!

NCB<=FEC! <;MFNF<DS! [=EA! ?=! N@><@BC! JC! <=E9N9<CAU! X7@<F>FAC! @EC! W@=E<F<D! JC! >C:<FEC! JC! $! �Ti?>U! ;B!

:89AF;>;TFW@C?CE<U!>CA!B=<A!;E<!@E!<=@M!:>=A?=<FW@C!JC!>C:<FEC!NFBN@>=E<C!L=BF=E<!JC!'!ETi?>!CE!I=A=>!

H! +! ETi?>! CELFB;E! =@! :FN! JC! >=! X;@BEDC! AC>;E! >CA! B9<8?CA! NFBN=JFCEA#(%S! Z>! CA<! J;EN! F?:;B<=E<! JC!

N;EAFJDBCB! NC<<C! JFVVDBCENC! JC! N;ENCE<B=<F;E! IFCE! A@:DBFC@BC! H! >=! N;ENCE<B=<F;E! :89AF;>;TFW@CU! W@F!

:;@BB=F<!N;EJ@FBC!H!>7=N<FL=<F;E!J7=@<BCA!L;FCA!JC!<B=VFN!;@!CEN;BC!JC!JDTB=J=<F;ES!!



!"!#(+!"!

!!!

!

!

#!!

$!! !!

Figure 38 : La leptine colocalise avec la cavéoline dans les tanycytes in vitro. 
A) Image de microscopie électronique représentant des tanycytes après 12 jours de culture. 
Cav = cavéole (flèche noire) ; ccp = vésicule de clathrine (flèche blanche). Barre d’échelle 
500 nm. B) Images de microscopie confocale de tanycytes maintenus dans du milieu de 
restriction pendant 48h et incubés avec la leptine fluorescente (Lep, 2 $g/ml, vert) en 
continu pendant 3, 5 et 10 min à 37°C. Après 10 min de fixation au PFA 4% et une 
perméabilisation au triton 0,1% pendant 5 min, les tanycytes sont marqués avec un 
anticorps primaire dirigé contre cav-1 (rouge) puis révélés avec un anticorps secondaire 
couplé à l’Alexa 555 et les noyaux des tanycytes sont marqués au Hoechst (bleu) pendant 
30 min. Barre d’échelle 10 $m. C) Graphique de colocalisation de la leptine avec la 
cavéoline-1 au cours du temps. Le graphique représente le pourcentage moyen de 
colocalisation de la leptine avec la cavéoline-1 (%) ± SEM.  
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Figure 39 : Internalisation de la leptine et de l’EGF fluorescent par les 

tanycytes in vitro.  A) Images de microscopie confocale à grand champs montrant les 
tanycytes incubées en présence de leptine fluorescente (blanc, 2 $g/ml) et de l’EGF-TRITC 
(rouge, 10 ng/ml) pendant 15 min. Les cellules sont fixées au PFA 4% pendant 10 min, 
lavées puis les noyaux sont marqués au Hoechst (bleu). Les carrés blancs représentent des 
zooms pour des cellules positives à la fois pour la leptine et pour l’EGF. Barre d’échelle 20 
$m. 
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Figure 40 : La leptine colocalise avec LAMP-1. Images de microscopie confocale montrant 
les tanycytes incubés avec la leptine fluorescente (2 $g/ml, rouge) pendant 15 minutes et marqués 
avec un anticorps dirigé contre la protéine LAMP-1 (vert). Les cellules sont révélées avec un 
anticorps secondaire couplé à l’Alexa 488 et les noyaux marqués au Hoechst (bleu). En blanc, le 
masque de colocalisation obtenu avec le logiciel ICY. Les carrés représentent les zooms et les 
flèches blanches indiquent des exemples de pixels colocalisés. Barre d’échelle 10 $m. 
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Figure 41 : Expression des protéines VAMP et inhibition de la protéine 

VAMP-2 dans les tanycytes in vitro. A) Détection des protéines VAMP 1, 2 et 3 dans 
les tanycytes in vitro par technique de Western blot. Les cellules PC12 sont utilisées comme 
contrôle positif de VAMP2 et l’actine est utilisée comme contrôle de charge. B) Détection 
de la protéine VAMP 2 dans les tanycytes après infection par des lentivirus shRNA-
VAMP2 (95) ou shRNA-CTR. Les tanycytes sont infectés pendant 72h avec le ShRNA-
VAMP2 ou CTR avec des concentrations de 0,1 ou 1 $l de virus par boîte. C) Images de 
microscopie confocale montrant des tanycytes infectés par le shRNA-VAMP2 ou shRNA-
CTR et incubés avec la leptine fluorescente (2 $g/ml) pendant 15min, lavés puis incubées 
avec du milieu frais pendant 15min pour observer sa sécrétion. Échelle 10 $m. 
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Tableau 1 : Liste des molécules fluorescentes utilisées sur les tanycytes en culture.  
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Tableau 2 : Inhibiteurs chimiques utilisés sur les tanycytes in vitro.  
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Pour les expériences de Western blot, les anticorps primaires utilisés sont recensés dans ce tableau : 

 

R5)7<S54/ H.'S64/ O&'4/ T7+-)7(5/ ](-?57..4-?/ :;I;?4564/

R6)754/ ,-.#;%! 1-'-:/-'*/! \W\444! ,;K1*! YG^UU\!

Q+*)%?754/ Q*);'! )-/9:/-'*/! \W\444! G2:*1! Y*23\T0]!

H:b/2c9/ Q*);'! )-/9:/-'*/! \W\444! ,*'(*!A#.c! Y%:<\T][3!

'1H:b/ Q*);'! )-/9:/-'*/! \W\444! A&//!%;K'*/;'K! Y]\4\!

K>1:/ D.1*;'! 1-'-:/-'*/! \W\444! O-1*!Q*2! O"G![4d4Z0!

FRDX/9/ ,-.#;%! 1-'-:/-'*/! \W\444! ,9'*)(;:!%9%(&1! Y\4U3\\!

FRDX/2/ Q*);'! )-/9:/-'*/! \W\444! ,9'*)(;:!%9%(&1! Y\4U443!

FRDX/B/ Q*);'! )-/9:/-'*/! \W\444! ,9'*)(;:!%9%(&1! Y\4U44Z!

Tableau 3 : Anticorps primaires utilisées pour la technique de Western-blot.  
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R5)7<S54/ H.'S64/ O&'4/ T7+-)7(5/ ](-?57..4-?/ :;I;?4564/

Q*M;(+754/2/ Q*);'! )-/9:/-'*/! \WU44! A&//!%;K'*/;'K! YZ3Z[!

Q+*)%?754/AQ/ Q*);'! )-/9:/-'*/! \W^44! G2:*1! Y*23\T0]!

HHR2/ AJe7#&! )-/9:/-'*/! \W344! ,*'(*!A#.c! Y>\3\3!

^]RX/ ,-.#;%! 1-'-:/-'*/! \W^44! H;//;)-#&! YHGXZT4!

K>1:/dXR/ D.1*;'! 1-'-:/-'*/! \W\444! O-1*!Q*2! O"G![4d4Z0!

FRDX/9/ ,-.#;%! 1-'-:/-'*/! \W^44! ,9'*)(;:!%9%(&1! Y\4U3\\!

F7,45)754/ "-./&(! )-/9:/-'*/! \W\444! H;//;)-#&! Y*2^0ZZ!

eK12/ Q*);'! )-/9:/-'*/! \W\444! BJ&#1-R;%J&#! YT\<0Z44!

]^]123/ Q*);'! )-/9:/-'*/! \W344! H;//;)-#&! Y*2'UU!

TR:XX1B9/ Q*);'! 1-'-:/-'*/! \W\44! G2:*1! Y*2U4[4\!

:*>22! Q*);'! )-/9:/-'*/! \W^44! G2:*1! Y *2ZT\3!

#RDX12/ ,-.#;%! 1-'-:/-'*/! \W^4! G2:*1! Y!*23U\04!

^]X/ ,-.#;%! 1-'-:/-'*/! \W\44! >'7;(#-K&'! f/HG^<\^3^T!

 

Tableau 4 : Anticorps primaires utilisés lors de l’immunofluorescence sur les tanycytes.  
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H.'S64/ Q7>+4/ Q(-'+*<4/ T7+-)7(5/ ](-?57..4-?/ :;I;?4564/

Q%SM?4! ,-.#;%! G/&f*<U[[! \W\444! >'7;(#-K&'!! YG\\44\!

Q%SM?4/ Q*);'! G/&f*<U[[! \W\444! >'7;(#-K&'! Y G\\44[!

Q%SM?4/ Q*);'! G/&f*<^^^! \W\444! >'7;(#-K&'! YG3\U3[!

g54/ AJe7#&! G/&f*<U[[! \W\444! >'7;(#-K&'!! Y\\4^^!

g54/ AJe7#&! G/&f*<^^^! \W\444! >'7;(#-K&'!! YG3\UZ3!

Q%SM?4/ "-./&(! G/&f*<^^^! \W\444! >'7;(#-K&'! fGZ3]Z3!

g54/ D.1*;'! G/&f*<U[[! \W\444! >'7;(#-K&'! YG\\4\Z!

Tableau 5 : Anticorps secondaires utilisés pour l’immunofluorescence.  
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Figure 42 : Description de l’organisation d’une puce microfluidique Xona. A) 
Représentation schématique de la puce microfluidique composée de deux compartiments (droite 
et gauche) rejoints par les micro-canaux. L’ensemble est disposé sur une lame. L’image de droite 
représente un zoom de la puce et indique les micro-canaux qui permettent la communication 
entre ces deux compartiments. B) Photographie illustrant la communication entre les 
compartiments dans la puce microfluidique Xona. Les images sont adaptées du site internet Xona 
microfluidics.  

!

Figure 43 : Organisation de l’insert de culture 3D Millicell. Représentation 
schématique d’une vue du dessus (gauche) ou d’une vue de côté (droite) de l’insert de culture 
cellulaire avec la membrane poreuse. Les tanycytes sont ensemencés sur la membrane poreuse de 
PET (polyéthylène téréphtalate). L’image est adaptée du guide d’utilisation de l’insert Millicell®.  
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