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Résumé

L’hypothalamus joue un role clef dans la régulation de I’homéostasie énergétique grace a
la présence de circuits neuronaux contrblant la prise alimentaire. Ces circuits peuvent étre
remodelés dans le cerveau. Nous avons émis I'hypothése que la plasticité de ces circuits
intervient en conditions physiologiques. Nous avons démontré que les synapses des neurones a
pro-opiomélanocortine sont modifiées en fonction de 'alimentation. Ce processus de plasticité
est indispensable pour ajuster la prise alimentaire et nécessite la présence d’un polymére
glucidique appelé PSA (acide polysialique), se fixant sur les protéines d’adhésion cellulaire NCAM
et limitant les contacts synaptiques. Nous avons évalué le lien entre la plasticité cérébrale et la
vulnérabilité a développer une obésité chez des souris placées en régime gras pendant 3 mois.
La réponse comportementale au régime gras était variable, et prédictive de la prise de poids a
terme, et était liée aux taux de PSA hypothalamique. La déplétion chronique de PSA dans
I’hypothalamus a accéléré la prise de poids et I'adiposité des animaux. Ces résultats suggérent
gu’une capacité réduite de plasticité synaptique est un facteur de risque de I'obésité. En
paralléle, nous nous sommes intéressés a ’homéostasie du cholestérol circulant controlée par le
systéme a mélanocortine. |l existe un mécanisme de régulation du cholestérol circulant
dépendant de PSA dans I'hypothalamus. Une dérégulation de ce mécanisme a provoqué
I'accumulation de dépots graisseux dans les vaisseaux sanguins. L’'ensemble de ces travaux a
permis de mettre en évidence le role de la plasticité synaptique hypothalamique dans la

régulation de 'homéostasie énergétique.

Mots clefs : hypothalamus, plasticité synaptique, homéostasie énergétique, prise alimentaire



Abstract

Hypothalamus plays a major role in the regulation of energy homeostasis by the presence
of neural circuits controlling food intake. These circuits are plastic and can be rewired during
adulthood. We hypothesized that synaptic plasticity can occur during physiological conditions. We
have shown that synaptic contact on hypothalamic anorexigen POMC neurons are rewired in
mouse upon high fat diet (HFD). This synaptic process is mandatory to adjust energy intake and
requires the glycan PSA (polysialic acid). PSA promotes synaptic plasticity in the brain by the
weakening of cell-to-cell interaction by addition on NCAM (neural cell adhesion molecule). We
hypothesized that a defect in brain synaptic plasticity capacity could be a risk factor in the
etiology of metabolic diseases. We show that homeostatic feeding response to HFD ingestion
was predictive to weight gain observed three months after HFD introduction. The feeding
response to HFD was correlated with the hypothalamus PSA level. We show that chronic depletion
of hypothalamic PSA accelerate the onset of diet induced obesity. These results indicate that a
low hypothalamic PSA level prone to diet induced obesity. In parallel, we focus on the
hypothalamic regulation of circulating cholesterol. Melanocortin system control level of circulating
cholesterol. Using our model of diet induced synaptic plasticity; we show that there is a link
between hypothalamic PSA and circulating cholesterol. A long term reduction of hypothalamic PSA
level, lead to an accumulation of fat deposit in blood vessels. This whole work allows us to

underscore the role of diet induced synaptic plasticity in the regulation of energy homeostasis.

Keywords: hypothalamus, synaptic plasticity, energy homeostasis, food intake



Table des matiéres

T =T (01T 0 0= g 2
8 LSS = 3
Y 0= 1 - o 4
Table dES MALIEIES...cuuirrrssrssmrssnrssansssnsssansssassssnsssnsssassssnssssssssassssnssssnsssassasnssssnsssassssnssssnsssansssnnssas 5
LiSte 0ES fIGUIES ...ieeeeiieecccenirieeesssssmcccenseressss s ssmmmnns s e e e s sssssmmmmenseeeeasssssnmmmmnsseeeasssasnmmnnssseensssssnnnnnns 8
Liste deS abrEVIAtiONS ......ccceeeererrrrerrsnrsscnrsnsrssnssssesssssessmssasmsssssessnssssmsssnsessasessmessnssssasssnnsssnnssnnns 10
o == T 0o T OO 13
O o [0 0 410 TS e Ty (Y =T A =T == o (U = SRR 13

2. Contréle de la pris€ aliMENTAITe .....ccceeeceriiie e e e e s e e e e e s e e e e e e sne e e e sneeneaneean 14
1o o 11T oo 16
Régulation nerveuse de ’homéostasie ENErgetiqUE .....uuvrmrrrrorrrrmrrrrarersamsessmeessmeesssnsesssnseeas 17
1. Le systéme nerveux central : centre d'iNtEEration ......cceeccueeecceeeeiieeciee e 17

B I 01 o o) 1 g T= 1 F= T T £ SR 19

A, LOCAlISAtION €1 SIIUCTUIE ....eiieieeee e s e e s s e e e me e e ennee s 19

B. Noyaux impliqués dans le contrdle de la prise alimentaire....cccccocceeeeeeercierciesceecceecceeeceeene 19

C. Intra et interconnexions des noyaux hypothalamiQqUES ........ceeecceeeercciiierccciee e 22

D. SySteme @ MEIANOCOIINE ...occueieeieeeeee ettt et e e e e te e e e s e e e e s esseesnee e sseeesneeeenneenn 24

D2 T gL 1o I = 0 1= TSRO 24

Anatomie du systéme @ MEIANOCOITINE ......cecceieeieiie et e e s e e e s e e eaeean 29
Régulation hormonale de I'activité du systéme a mélanocorting......ccceceeceeceeceenceesceecceennnn, 30
Interconnexions des neurones AZRP/NPY et POMC/CART ....coocccieeiccvieeeeceeeeeeeeeee e e e e 31

3. Plasticité hypothalamique et régulation de ’lhoméostasie énergétique.......ccoeeeeereeceeeeceeeeennenn. 34

N I = T 1140 o 34

B. Mise en évidence de la plasticité des circuits neuronaux de la prise alimentaire dans des

MOUEIES EXPEIMENTAUX.c.uueecuieeeeereeisieieeieesieessteesteesseaseessessessseasseasssesssessesssesasesssessseesssssssessssennes 34
C. Plasticité des circuits neuronaux de la prise alimentaire dépendant de I'état énergétique 38

4. Role de PSA-NCAM dans la plasticité synaptique hypothalamique.......ccccccveververicercerccecceeneen. 45



A. Neural Cell Adhesion MoIECUIE (NCAM) ......cccvrereieeeieceiirreeeeesseeesnsereeeseseessssreresesesessnsnsseseess 45

B. L’acide polysialique (PSA) €t PSA-NCAM ......coi et ecceee s et e e e e s sae e s e s sne e e e e ane e s s e nne s 46
C. Plasticité synaptique PSA dEPeNdante ........cceeccierevieiiieccier et e e e ene e e e e 48
[ (0] 0 1= 0= 1 (o [ 1 53
0] 0] 1= 1 () £ 54
BT 7= L 56

Objectif 1 : évaluer I'implication de la plasticité hypothalamique dans le contrdle de la prise

= 1015 017> 57
1.  Caracterisation AU MOGEIE. ......cceiiiieirieeeeeeee ettt st n e et e e s eesee e ans 57

2. Adaptation comportementale et métabolique en réponse au HFD ......ccccceecveeiciieeenccceeee e, 58

A.  Adaptation cOMPOrEMENTAIE ......eeiiiiiie e 58

T Vo F=T o) e= T[] o T a 011 7= o o] 1o U = TS 58

3. Signature moléculaire de plasticité hypothalamique synaptique induite par le régime HFD.... 60
4. La nouveauté n’est pas suffisante pour induire PSA dans I’hypothalamus .........cccceeeceveeeenneen. 63

5. L'exposition au régime HFD pendant 3 jours induit des reconnexions synaptiques des

NEUIONES POMC... .o eie et e see s e e s e e s see e s e s e s ne e s e e e e sase e s ne e e e nne e s ne e s e s e e sneesnnneesneesnnensnnesnnn 65
6. PSA est requis pour les reconnexions synaptiques des POMC ........cooccvericcviencccceeesecseee s, 67
7. PSA est requis pour établir la réponse homéostatique face au HFD ......cccoccevceerceecieeciecee e 67
S B 1o U =31 o] o USRS PR USRI 71
1S T € ][ 2 SRRSO USRI 74

Objectif 2 : évaluer les effets d’'un défaut de plasticité hypothalamique dans un modéle

(o 0] o T= T 1 85
1. Différences interindividuelles de réponse homéostatique au HFD........cccccceeveeeieeccencceecceeeceenne 86
2. Les différentes réponses comportementales sont liées au taux hypothalamique de PSA ....... 92
3. Lasuppression de PSA dans I’hypothalamus accélére le développement de I'obésité............ 93

4. Une réduction partielle de la polysialylation de I’hypothalamus accélére le développement de

10 oY== 1 SRR 95
L TR D 1 1= 111 [ o 97
[ T Y g € o] [ 100

Objectif 3 : évaluer les effets d’une déficience innée de plasticité synaptique dans un modéle
L0 10 0T 1 106



1. Effet du régime HFD sur les animaux PST-1 KO .....cccoecvieeiieeiieeeceee et seee e e e e sneeeenee e 107
B B 1T o] U =11 o] o S PTRR 109

Objectif 4 : évaluer les effets d’'un défaut de plasticité hypothalamique dans un modéle

Lo = Lo 1T 0Tt 1= - O 110
1. Régulation homéostatique du choleSterol Circulant ......c.cccoceeereeeerierccesee e 112

2. Role de PSA hypothalamus dans I’lhoméostasie du cholestérol circulant........ccccceeveecereceenee. 114

3. Implication de PSA dans la production des VLDL CirCUlantes ......cccccereeereiecivneneieeenesecsnneeeeeens 116

4, Implication de PSA dans le développement de I'athéroSclerose .......ccovvvvrivcveeeerciveeenecieenennns 118

L T 1o U =11 o] o OSSP RR 119
070 o7 1] [ 121
2 5T 1= o3 1 Y= 123
ANINIEXES 1uusumnrinassnmnrrsssssmnnrassssmnsraassmn s re e s mn s e e e an e R A A A RS R EE AR RRREEEA AR RRREEEAARRRREEENARRRREEERARRRRREERRRRRRRRERAES 125
1. MatEriels €1 METNOUES .....eeieiieieeee ettt ettt s e e 126

A. Séparation des lipoparticules, dosage du cholestérol et des triglycérides ........cccveurene.n. 126

B. Coloration des aortes et quantification des dEPOLS ....ccveerverrvrrreerir e 126

2.  Participation @ dES TrAVAUX ....cccceevceerieerieciierstersesseesseesseeesseessessseesaeesaeessessesssesssessssssnsssnsesssessnes 127

R = =] (=) 0] == 129



Liste des figures

Figure 1 : Balance Energétique EQUITIDIEE. .. .. ittt et e e e s e e e e eaneeeane 13
Figure 2 : Balance énergétique EXCEAENTAINE ... .ccurercieeereree e eceie e ee e e s e e 15
Figure 3 : Balance énergétique défiCitaire......cuirrrreroerenereer e 15
Figure 4 : Le cerveau participe au maintien de I’'homéostasie ENergétique ......ccevervmrrerrerrerrienns 18

Figure 5 : Schéma d’un cerveau de rongeur montrant les principales régions hypothalamiques
impliquées dans la régulation nerveuse du métabolisme énergétique ......ccccoveverrerrcerrceerceerieeseen. 20
Figure 6 : Vue tridimensionnelle de I'hypothalamus de roONGEU .......cceeeeeeicmreeee e 21

Figure 7 : Schéma des connexions neuronales intra et interhypothalamiques impliquées dans

I'NOMEOSTIASIE ENEIBETIGUE ...eeuieeeeeeiereeee et e e et e s st e s e et e sae e e e s e e e e nse e e eneesneeaeensesaneneenneeaes 23
Figure 8 : Schéma des circuits neuronaux du systéme a mElanocorting.........cecveerereeerereeeseenenne 29
Figure 9 : Schéma du systéme a mélanocortine dans le Noyau arqué.........ccceeeeeeeeceeeeireeecreeeeineennns 32

Figure 10 : Synthése du rble du systéme a mélanocortine dans la régulation de ’homéostasie

TR T=Tg == o TN L= TSRO 33
Figure 11 : EXPEHENCE A8 PINTO .ueeveueieiiie ettt ettt ettt e e e e ae e e e e s e ne e s an e e s s e e snneeenneesans 35
Figure 12 : Variation du taux d’hormones (et de glucose) impliqués dans le métabolisme en

Lo aTe1 (o) a T LU IR (=T0'0] 0T N 37
Figure 13 : Nouvelle population neuronale glutamatergique activant les neurones AgRP............. 40
Figure 14 : Controle du tonus excitateur sur les neurones AgRP/NPY .......occcieviercveeccieccceee e 41
Figure 15 : Nouveau modeéle du systéme @ MEIaN0COMINE. .......eeccveeeceeeeee et e e 43
Figure 16 : NCAM et SES troiS ISOTOIMES ......uiiiieiiieecceie et e et e et e e e e s e e e e e e e e ane e e e e nneeas 45
Figure 17 : SYNthese de PSA-NCAM ......cocieieiereeieteeee e see s s stesaessee e s e e sse s e eeessesneansesanensensennes 46
Figure 18 : Mécanisme de répulsion/adhésion cellulaire de PSA-NCAM.......cccccerververcercerneesieens 47
Figure 19 : Résumé des différents réles de PSA dans le sySt€mMe NErVeUX ......ccveeererceeneereeeseennennes 48
Figure 20 : Génération de nouvelles synapses Par 18 LTP ......cciccreceeceecie et eeee s eee e 49

Figure 21 : Schéma montrant I'implication des pieds astrocytaires dans la transmission

SV F=1 01U L0 LU PP 51
Figure 22 : Effet du régime HFD @ COUMt tEIME ...cuceouieeeeeeereeree et 59
Figure 23 : L’hypothalamus des souris nourries en HFD présente des signes de plasticité
001 o LU= = 62
Figure 24 La nouveauté n’est pas suffisante pour augmenter le niveau de PSA dans

8 0377 o To 1L =1 F=T 0 0 10 PSPPI 64
Figure 25 : Les neurones POMC du noyau arqué des souris nourries en HFD sont reconnectés 3
jours apres le début de '@XPOSITION ...ciceecceeceeicreerer e e e cre s s e e e e s sae e e e s e e se e e e e e re e seenneenas 66
Figure 26 : Le retrait de PSA dans I’hypothalamus altére le controle homéostatique de la prise
énergétique aprés I'introduction de HFD .......ccceroireeeeieccee et e e s e 69
Figure 27 : Une déficience de I'enzyme PST-1 altére le contrdle homéostatique de la prise

énergétique apres I'introduction du régime HFD ... 70


file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811033
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811034
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811036
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811037
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811037
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811042
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811042
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811052
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811055
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811055
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811056
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811056
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811058
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811058

Figure 28 : Normalisation de la prise alimentaire aprés introduction de HFD........ccccecceeecervcceeenns 86
Figure 29 : Prise énergétique individuelle aprés I'introduction du régime.......ccccceveveeeeceeeecceerecneennns 87
Figure 30 : Création des groupes « intolérant » et « tOl€rant ».......ccceveceeecieeecciecce e 87
Figure 31 : Différences interindividuelles de réponses comportementales au régime HFD révélant
une sensibilité a I'ODESItE NULIILIONNEIIE.......coci e 89
Figure 32 : Consommation calorique journaliére des souris tolérantes et intolérantes sur 3 mois

Lo LI A T T | I 90
Figure 33 : Calories consommées pendant 3 mois de régime HFD ........cccoecceeeciercceeccieecceeeeceeeeane 90

Figure 34 : Corrélation entre la réponse comportementale et certains paramétres métaboliques

Figure 35 : Quantité de PSA dans les biopsies hypothalamiques des souris tolérantes et

LQN o1 12Tz TN =TT 92

............................................................................................................................................................... 94
Figure 37 La réduction de PSA dans I'hypothalamus augmente le gain de poids sous HFD ......... 96
Figure 38 : Les souris PST-1 KO sont vulnérables @ '0bESIte........ccevirerrieriereneseseseeeeeeeeereens 108
Figure 39 : Régulation homéostatique du cholestérol circulant .........cceceeeeeererereseseseeereeerens 113
Figure 40 : Régulation central du cholestérol circulant par PSA........cccooeorrereniereseseeeeseeeneens 115
Figure 41 : Production de VLDL CirCUIGNTES .....coveveerieirsieee e reee e e s s s 117

FigUre 42 MOUEIE PrOPOSE......ceccueeeeeieeeeeeeiteeeeteeeeseeseeessseeesseesaseeseseesessessaseesasseesseesansesesseesasseesanes 122


file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811060
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811061
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811062
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811063
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811063
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811064
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811064
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811065
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811066
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811066
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811067
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811067
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811068
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811068
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811069
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811070
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811071
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811072
file:///C:/Users/xbrenachot/Dropbox/These/These%201_ok.docx.doc%23_Toc370811073

Liste des abréviations

3V : 3éme ventricule

aCSF : artificial cerebrospinal fluid

ACTH : Hormone adrenocorticotropique

ARC : Noyau Arqué

AgRP : Agouti Related Peptide

AMPA : o alpha-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate
AMPK : 5' AMP-activated protein kinase

AUC : Area under curve

BDNF : Brain-derived neurotrophic factor

BST : Noyau des stria terminalis

BW : Bodyweight

CAMKK : calmodulin dependent protein kinase kinase
CART : Cocaine and Amphetamine regulated transcript
CC : Corps calleux

CCK : Cholecystokinine

CCX : Cortex cérébral

CEA : Noyau centrale de 'amygdale

CTRL : controle

DMH : Hypothalamus dorosmédian

DMN : Noyau dorsomédian

DMV : Noyau dorsomoteur du nerf vague

EM : Eminence médiane

EndoN : Endoneuraminidase N

Fn : Fibronectine

FX: Fornix

GABA : Acide y-aminobutyrique

GFP : Green Fluorescent Protein

GHSR : Growth hormone secretagogue receptor

GIIS : Glucose induced insulin secretion

GLP-1 : Glucagon like peptide 1

GNE : UDP-N-acétylglucosamine 2-épimerase/N- acétylmannosamine-kinase
GnRH : Gonadotropin Releasing Hormone

GPI : glycosylphosphatidyilinositol

HDL : High density lipoprotein

HFD : High Fat Diet

Ig : Immunogloguline
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IMC : Indice de masse corporelle

KO : Knocked Out

LCR : Liquide céphalorachidien

LDL : Low density lipoprotein

LDLR : Low density lipoprotein receptor

LEPR : Récepteur a la leptine

LH : Hypothalamus latéral

LPB : Noyau latéral parabrachial

LTP : Long term potentiation

MBH : Hypothalamus mediobasal

MCH : Melanin concentrating hormone

MCR : Récepteur a la mélanocortine (1 - 5)

ME : Eminence médiane

MEPSC : courant exictateur miniature postsynaptique
MSH : Melanocyte stimulating hormone (¢, B, )
MTII : melanocortin agonist melanotan-I|

NA : Noyau arqué

NCAM : Neural Cell Adhesion Molecule

NeuNAc : a2-8-acide N-acétylneuraminique
NMDA : N-méthyl-D-aspartate

NPY : Neuropeptide Y

NTS : Noyau du tractus solitaire

OC : Chiasma optique

OMS : Organisation mondiale de la santé

OR : Récépteur aux opioides

PA : Prise alimentaire

pf : pair fed

POMC : Pro-opiomélanocortine

PSA : Polysialic acid

PST : Polysialyl Transferase

PVN : Noyau paraventriculaire

PVH : Hypothalamus paraventriculaire

RET : Noyau réticulaire

RyR : Ryanodin receptor

SEPSC : courant excitateur spontané post-synaptique
sIPSC : courant inhibiteur spontané post-synaptique
SF1 : Steroidogenic factor 1

SNC : Systéme nerveux central
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SNA : Systéme nerveux autonome
SS : Sylvester Stallone

STD : Standard Diet

STX : Sialyltransférase X

TRH : Thyrotropin releasing hormone
TTX : Tetrodotoxin

UCP : Uncoupling Protein

veh : vehicule

VMH : Hypothalamus ventromédian
VMN : Noyau ventromédian

VLDL : very low density lipoprotein
VTA : Aire tegmentale ventrale

WT : Wild type

YR : Récepteur au neuropeptide Y (1, 2, 4, 5, 6)

12



Préambule

1. Homéostasie énergétique

A la fin du 19éme siécle, Claude Bernard et Walter Cannon développent le concept
d’homéostasie. L’homéostasie est la capacité de tout systéme biologique a maintenir une
stabilité relative de son milieu interne, malgré les fluctuations environnementales. Il s’agit Ia d’un
équilibre dynamique qui doit étre controlé pour étre maintenu. Selon ce concept, bon nombre de
fonctions physiologiques sont controlées chez les mammiféres : la fréquence des battements
cardiaques, la pression sanguine, les fonctions respiratoires ou encore la glycémie. L'ensemble

de ces contrdles a pour but de maintenir I'intégrité d’un individu.

Un apport énergétique permanent est nécessaire pour assurer le bon fonctionnement de
I'organisme. Pour cela, I'énergie apportée par les nutriments ingérés est assimilée puis utilisée
immédiatement ou stockée pour une utilisation future. L'ensemble de ces processus définit
I’homéostasie énergétique. On représente souvent I’hnoméostasie énergétique sous forme de
balance équilibrée entre les apports et les dépenses énergétiques. Les apports trouvent
principalement leurs origines dans I'alimentation, tandis que les dépenses résultent
principalement du métabolisme basal et de I'activité physique (Figure 1). Le maintien du poids
corporel est le reflet de 'hnoméostasie énergétique. Un individu adulte sain conserve donc un
poids stable malgré des apports et des dépenses variables. Il s’agit de la notion de pondérostat.
De ce fait, ’'hnoméostasie énergétique est contrdlée pour maintenir cette constante. Le contrdle
de I’'noméostasie énergétique est le fruit d’'une régulation fine et primordiale a I’échelle de tout

I’organisme : organes, tissus, cellules.

Apports énergétiques : ' [ Dépenses énergétiques :

-Métabolisme basal
-Thermogenése
-Activité locomotrice

-Prise alimentaire

Figure 1 : Balance énergétique équilibrée

Les apports énergétiques sont équivalents aux dépenses : la balance est équilibrée
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2. Contrdle de la prise alimentaire

Malgré des apports variables en quantité et en qualité, et discontinus, ’noméostasie
énergétique est conservée au cours de la journée. Cela se traduit par un contréle de la prise
alimentaire précis qui s’exerce lors du commencement de celle-ci, de sa fin et de sa prochaine
apparition. Le contrble de la prise alimentaire agit donc a la fois sur les sensations de faim, de

rassasiement et de satiété.

La faim désigne I'ensemble des sensations qui pousse un étre vivant a rechercher de la
nourriture et que l'ingestion fait disparaitre. Il s’agit de la manifestation directe d’un déficit
énergétique présent dans I'organisme (période pré-prandiale, jeline). Pour rétablir ’'noméostasie,
la prise alimentaire est stimulée et les réserves de substrats énergétiques sont mobilisées. A
I'opposé, les dépenses énergétiques (thermogenése, utilisation du glucose et des acides gras) et

le stockage énergétique (stockage du glucose et des acides gras) sont freinés.

Le rassasiement met un terme au repas. Il s’agit d'un ensemble de signaux percus par
I'individu, d’ordre sensoriel (visuel, olfactif, gustatif et tactil), viscéral (comme un estomac plein
ou une vidange gastrique qui ralentit) ou encore hédonique. Ces signaux I'informent qu’il n’a plus

faim.

La satiété est a distinguer du rassasiement. Il s’agit d’un intervalle de temps qui existe
entre deux repas, durant lequel s’effectuent plusieurs réactions chimiques au sein de
I'organisme. L'objectif est de lui fournir régulierement de I'énergie - principalement du glucose
dans la journée, et des acides gras durant la nuit ou lorsque l'intervalle de temps entre deux

repas est long, autour de 7 a 8 heures.

Si les processus de faim, de satiété ou de rassasiement sont altérés, la prise alimentaire
n'est plus contrélée. Ainsi, certains troubles du comportement alimentaire, d’ordre psycho-
affectifs notamment, conduisent @ manger sans relation avec les besoins de I'organisme. On peut
s’empécher de manger, alors que l'organisme le nécessite, pour des raisons ou des impératifs
socio-culturels. A l'inverse, on peut se suralimenter par plaisir et non nécessité. Bien que leur
impact semble étre prépondérant, les mécanismes hédoniques intervenant dans le contrdle de la
prise alimentaire chez ’'hnomme sont encore actuellement largement méconnus. Dans le cas de la
suralimentation, une balance énergétique excédentaire peut s’installer conduisant a un surpoids,
car l'organisme est particulierement doué pour mettre en réserve les excés d’énergie dans le
tissu adipeux (Figure 2). Dans ce contexte, I'obésité est caractérisée par une accumulation de
masse grasse excessive et qui peut nuire a la santé. A I'opposé, un déficit énergétique oblige
I'organisme a puiser dans ses réserves pour maintenir ’homéostasie. Lorsqu’il persiste une perte

du poids corporel apparait (Figure 3).
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Dépenses
énergétiques :

-Les dépenses sont
insuffisantes pour
contrecarrer les

apports excessifs

Apports augmentés :

-Accroissement de la
prise alimentaire

Figure 2 : Balance énergétique excédentaire

Quand la balance énergétique est excédentaire de maniére chronique (apports énergétiques plus

importants que les dépenses), le poids corporel augmente et I'obésité peut apparaitre

Apports diminués :

-Diminution de la

prise alimentaire Dépenses

énergétiques :

-Les dépenses sont
plus importantes que
les apports

Figure 3 : Balance énergétique déficitaire

Quand la balance énergétique est déficitaire de maniére chronique (apports énergétiques plus

faible que les dépenses), le poids corporel diminue.
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Régulation nerveuse de I'homéostasie énergétique

1. Le systéme nerveux central : centre d’intégration

Le systéme nerveux central (SNC) joue un rdéle fondamental dans la régulation de
I’hnoméostasie énergétique. C’est un centre intégrateur qui coordonne I'activité de nombreux
organes périphériques en fonction des conditions métaboliques. Il est informé en permanence

des besoins énergétiques et des réserves du corps par trois grands types de signaux :
- métaboliques (les nutriments)
- endocriniens (les hormones)
- nerveux (les influx afférents)

Le SNC intégre ces signaux et déclenche en retour des réponses centrales et périphériques

adaptées, de type :
- comportemental (adaptation de la prise alimentaire),
- endocrinien (contrble de la sécrétion d’insuline)

- végétatif (modification de I'activité de certains organes par I'intermédiaire du systéme

nerveux autonome - SNA - afin d’orienter les flux métaboliques).

L’ensemble de ces réponses physiologiques a pour but de restaurer I’'noméostasie

énergétique (Figure 4).

L'intégration des phénoménes psychologiques, cognitifs et sociétaux, nombreux chez
I’'Homme, difficilement quantifiables, et indépendants des signaux métaboliques, se fait

également au sein du SNC 2.
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Réponse physiologique

\ 4

- Signaux endocrines Homéostasie conservée
- Signaux métaboliques

- Signaux nefveux

Perception

Besoins énergétiques Réserves

Figure 4 : Le cerveau participe au maintien de I'homéostasie énergétique

Des signaux endocriniens, métaboliques et nerveux atteignent le cerveau pour l'informer des
besoins et des réserves énergétiques de I'organisme (mécanismes de perception). Le cerveau
intégre ces signaux et déclenche un ensemble de réponses physiologiques pour rétablir

I’homéostasie.
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2. L’hypothalamus

A. Localisation et structure

Parmi les structures du SNC impliquées dans la régulation de I'homéostasie énergétique,
I’hypothalamus occupe une place primordiale. Il intégre les informations circulantes (hormones et
nutriments). Dans le cadre du contrdle de la prise alimentaire, I’hypothalamus est le centre
intégrateur le plus étudié et le mieux documenté 2. Pendant son développement, I’hypothalamus
établit des connexions afférentes et efférentes avec de nombreuses régions cérébrales du
télencéphale jusqu’au myélencéphale incluant la rétine, le cortex cérébral, I'hippocampe, et
'amygdale, ainsi que le tronc cérébral 3 4. Chez le rongeur, il est situé dans la position
ventromédiane dans I'encéphale. L’hypothalamus est composé d’une quarantaine de noyaux
(correspondant a des regroupements spécifiques de populations neuronales) parmi lesquels on
peut citer les noyaux arqué (NA), ventromédian (VMN), dorsomédian (DMN), paraventriculaire
(PVN) et I’hypothalamus latéral (LH) qui sont impliqués dans le contrdle de la prise alimentaire
(Figure 5). Ces noyaux contiennent des cellules sensibles aux variations du statut énergétique de
I'organisme. L'activité de ces cellules est a I'origine des réponses physiologiques déclenchées par
I’hypothalamus qui visent a maintenir I’hnoméostasie énergétique. L’hypothalamus est enfin
traversé par un ventricule cérébral et par des capillaires sanguins fenestrés, favorisant les
échanges de molécules entre la périphérie et le SNC. De par ces propriétés, I’hypothalamus est

une zone privilégiée dans le contrble du comportement alimentaire.

B. Noyaux impliqués dans le contrdle de la prise alimentaire

L’'implication de I’hypothalamus dans le contrdle nerveux du métabolisme et de la prise
alimentaire a été initialement mise en évidence, a partir des années 1940, par des expériences
de lésion et de stimulation électrique. Une lésion bilatérale du VMH (NA + VMN) induit une
hyperphagie qui conduit au développement d’une obésité 5. La lésion du LH provoque I'effet
inverse, c’est a dire, une diminution de la prise alimentaire alors que la stimulation de cette aire
entraine le développement d'une obésité. Ces travaux ont amené les scientifiques a définir le

VMH comme centre de la satiété et le LH comme centre de la faim 6.
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Dans la partie périventriculaire, on trouve des noyaux impliqués dans la détection des
signaux circulants (en provenance du sang ou du liquide céphalo-rachidien, LCR), avec
notamment les noyaux arqué (NA) et paraventriculaire (PVN). Dans la partie médiane, les noyaux
ventromédian (VMN) et dorsomédian (DMN) regoivent de nombreuses afférences sensorielles et
forment de multiples connexions avec d’autres régions de I’hypothalamus. A ceux-l1a, s’ajoute
I’hypothalamus latéral (LH) qui est constitué d’'un ensemble plus diffus de neurones qui ne forme
pas un véritable noyau. Les neurones du LH projettent vers de nombreuses aires intra- et extra-

hypothalamiques, et constituent une interface entre I’hypothalamus et les régions limbiques et
corticales 7 (Figure 6).
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Figure 5 : Schéma d’un cerveau de rongeur montrant les principales régions
hypothalamiques impliquées dans la régulation nerveuse du métabolisme énergétique

L’insert du haut représente une coupe longitudinale du cerveau. Les deux traits verticaux
localisent le niveau des deux coupes frontales représentées en dessous. Abréviations : CC
(corps calleux), CCX (cortex cérébral), FX (fornix), PVN (noyau paraventriculaire)) DMN
(noyau dorsomédian), LH (hypothalamus latéral), PVN (noyau paraventriculaire) VMN
(noyau ventromédian), 3V (3éme ventricule), NA (noyau arqué), EM (éminence médiane),

OC (chiasma optique).
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Figure 6 : Vue tridimensionnelle de I'hypothalamus de rongeur

Vue des principaux noyaux hypothalamiques dans I’hypothalamus droit de rat. En position
ventrale, on distingue le noyau arqué (NA sur le schéma) a proximité de I'’éminence médiane
(ME) et I'hypothalamus ventro-médian (VMH). Le (NA) et le (VMH) définissent I’hypothalamus
médio-basal (MBH). En bordure du 3éme ventricule (3V), se situe le noyau para-ventriculaire
(PVN) dans la partie antérieure dorsale, et le noyau dorso-médian (DMH) plus postérieur.
L’hypothalamus latéral (LHA sur le schéma) est délimité par des pointillés sur le c6té latéral de
I’hypothalamus. Modifié d’aprés Berthoud, 2002 7
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C. Intra et interconnexions des noyaux hypothalamiques

Les différents noyaux hypothalamiques sont connectés entre eux par des fibres
nerveuses. Celles-ci étant composées d’axones de neurones, sont identifiées par des
neurotransmetteurs et neuropeptides spécifiques. Dans le controle de I’homéostasie
énergétique, la neuro-circuiterie du systéme a mélanocortine (décrite dans la partie D) est la plus
détaillée. Ce systéme se compose principalement de deux types de neurones aux roles
antagonistes sur la prise alimentaire, et dont les corps cellulaires sont situés dans le noyau
arqué. Il s’agit des neurones anorexigenes POMC/CART et des neurones orexigenes AgRP/NPY.
Ces neurones projettent dans le VMN, le PVH et le LH, au niveau des neurones secondaires dont

I’activité est influencée par I'activation ou I'inhibition des récepteurs a mélanocortine (MCR).

Dans le PVN, des neurones a ocytocine sont présents. Les neurones a ocytocine sont
activés lors d’un repas 8. lls innervent notamment le noyau du tractus solitaire (NTS). Le NTS
intégre donc des signaux dérivés du tractus digestif (comme la cholecystokinine) et des

afférences ocytocinergiques du PVN pour freiner la prise alimentaire lors d’un repas © 10,

Le VMN recoit des projections du noyau arqué mais peut aussi projeter dans le PVN, le LH
ou dans des régions extrahypothalamiques 11 12 13, Le steroidogenic factor 1 (SF1) est exprimé
spécifiguement au niveau du VMN. Les neurones SF1 peuvent sécréter du BDNF, freinant la prise
alimentaire 14 15 16, Ces neurones exprimant le récepteur a mélanocortine 4 (MC4R), leur activité

peut étre modulée par les neurones du systéeme a mélanocortine.

Le LH recoit et intégre un grand nombre d’afférences sensorielles issues de différentes
aires cérébrales : du rhombencéphale (composé du cervelet, du pont de Varole et du bulbe
rachidien), du cortex, du systéme limbique, du thalamus, et de la moelle épiniére. Cela fait de
cette aire un centre relais pour réguler un grand nombre de fonctions autonomes et
comportementales 7. Plus particulierement deux populations neuronales de cette zone contrdlent
I’noméostasie énergétique : les neurones a « melanin concentrating hormone » (MCH) et les
neurones a orexines 17. Les neurones a orexines du LH activent les neurones AgRP/NPY du noyau
arqué et inhibent les neurones POMC/CART : la prise alimentaire est stimulée 18 19 20, Pour les
neurones a MCH, leur action est similaire. L’injection de MCH dans le noyau arqué augmente la
libération d’AgRP orexigéne et diminue la sécrétion d’a-MSH anorexigéne 21. L'injection dans le
PVN produit le méme effet 22 23, D’autres expériences montrent que les neurones MCH du LH
projettent vers le tronc cérébral pour réguler les dépenses énergétiques, notamment en

diminuant la thermogenése 24.
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L'ensemble de ces connexions est illustré sous forme de schéma (Figure 7). Bien
évidemment, il ne s’agit la que d’une infime revue des connexions intra- et interhypothalamiques
impliquées dans le contrble de la prise alimentaire, montrant ainsi la complexité de cette
structure. De plus, I’hypothalamus étant impliqué dans d’autres fonctions comme la reproduction

ou la lactation, des connexions spécifiques supplémentaires existent.
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Figure 7 : Schéma des connexions neuronales intra et interhypothalamiques impliquées dans
I'homéostasie énergétique

D’aprés Blouet et Schwartz, 2010 25
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D. Systéeme a mélanocortine
Définition et réle

Les noyaux hypothalamiques sont composés d'un regroupement de différentes
populations neuronales. Ces neurones peuvent étre classés selon leurs fonctions, leur sensibilité
aux hormones et nutriments ou selon I'expression de neuropeptides spécifiques. Parmi ceux-ci on

distingue le systéme neuronal a mélanocortine.

Le systeme a mélanocortine sert de senseur métabolique pour réguler la balance
énergétique et le métabolisme périphérique. Ses actions principales résident dans le contrdle de
la prise alimentaire et des dépenses énergétiques via les récepteurs a la mélanocortine (MCR). Il
s'agit de récepteurs couplés a une protéine G. Cing isoformes existent, nommées de MCIR a

MC5R 26, Le Tableau 1 récapitule les 5 récepteurs, leur ligand, leur localisation et leur fonction.
Dans le cerveau des mammiféres, le systéme a mélanocortine comporte :

-un ensemble de neurones du noyau arqué incluant les neurones exprimant la pro-
opiomélanocortine, dont certains coexpriment le neuropeptide cocaine- and amphetamine-
related transcript (POMC/CART) ainsi que des neurones exprimant le neuropeptide Y
hypothalamique et I'agouti gene-related protein (NPY/AgRP). L'expression des neuropeptides
POMC et NPY est retrouvée dans d’autres aires cérébrales (comme I'amygdale ou le tronc
cérébral), mais la colocalisation POMC/CART et NPY/AgRP est spécifique de I’hypothalamus
ventromédian 6.

-et des cibles neuronales effectrices exprimant MC3R ou MC4R. Dans I'hypothalamus de
souris, on retrouve une forte expression de MC3R et MC4R au niveau du noyau arqué et du VMH.
Au sein du PVN, des neurones cholinergiques exprimant MC4R ont été montré comme régulant
les dépenses énergétiques 27 28, On retrouve aussi des neurones a TRH (thyrotropin releasing

hormone) au sein du PVN exprimant MC4R 29,

Le gene encodant la POMC produit deux différents peptides : la mélanocortine et la (-
endorphine. La mélanocortine peut étre clivée en sous peptides incluant I'adrénocorticotropine,
'a-, la B et la y-melanocyte-stimulating hormone (MSH). Dans I’hypothalamus I'a-MSH active les
récepteurs MC3R et MC4R. L’activation de MC4R par I'agoniste MTII inhibe la prise alimentaire
chez des souris hyperphagiques et augmente leurs dépenses énergétiques 30. Chez les rongeurs
une délétion de MC4R hypothalamique, ou une mutation invalidant MC4R chez I’'Homme, conduit
a une hyperphagie chronique et un développement sévere de I'obésité 31. Le role de MC3R reste
encore débattu dans I'étiologie de I'obésité 32. Sa délétion résulte en une accumulation légére de
tissu adipeux aussi bien chez la souris que chez ’homme , bien qu’elle entraine une hyperphagie
uniquement chez les souris 33 34 35, Finalement, en activant les récepteurs MC4R principalement,

les neurones a POMC sont anorexigénes et stimulent les dépenses énergétiques. La présence
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des neurones POMC est majoritairement restreinte aux neurones du noyau arqué, mais peut étre
aussi trouvée dans d’autres aires cérébrales comme le NTS. Une partie des neurones a POMC
coexprime aussi CART 6, toutefois le role de CART dans la régulation de la prise alimentaire n’est
pas clair 36 : une injection icv de CART inhibe la prise alimentaire 37, alors qu’une injection dans le
VMN ou I’ARC chez des rats a jeun augmente la prise alimentaire 38. Récemment, deux sous
populations de neurones POMC glutamatergique et GABAergique (« y-aminobutyric acid » ) ont été
mises en évidence dans le noyau arqué 39 40, cependant la fonction de ces neurones

GABAergiques reste a définir 41,

L’antagoniste naturel de MC4R est I’AgRP. Il bloque la voie de signalisation de I'a-MSH et
par conséquent, stimule la prise alimentaire 26 42 43, Sa découverte découle de I'étude d’un
modeéle de souris obéses hyperphagiques (Ay) surexprimant la protéine Agouti de maniére
ubiquitaire 30 42, L’injection centrale d’AgRP provoque une hyperphagie prolongée 44. Dans le
systéme nerveux central, AgRP est exclusivement exprimé dans un groupe de neurones du noyau
arqué de I'hypothalamus médiobasal. Ces neurones coexpriment le neuropeptide Y et le
neurotransmetteur GABA 45 46, Le NPY agit via sa fixation sur des récepteurs Y dont cing sous-
types ont été clonés et caractérisés (Y1, Y2, Y4, Y5 et Y6) 47. Ces récepteurs appartiennent a la
famille des récepteurs couplés aux protéines G. L’injection de NPY dans le PVN, ou dans le 3éme
ventricule, chez les rats augmente la prise alimentaire 48 tout en inhibant les dépenses
énergétiques et en facilitant le stockage d’énergie dans le tissu adipeux. Lorsqu’il est infusé
chroniqguement dans le 3¢me ventricule, il déclenche un syndrome d’obésité 4°. Une étude récente
suggere que les effets de NPY sur la prise alimentaire seraient relayés a la fois par les récepteurs
Y1 et Y5 50, |l est a noter que le NPY n'est pas simplement impliqué dans I’homéostasie
énergétique mais aussi dans d’autres processus tels que I'anxiété et la douleur, les fonctions
cardiovasculaires 51, la reproduction et la croissance 52 53, Ceci n’est pas surprenant étant donné

gue le NPY est largement exprimé dans le cerveau mais aussi au niveau périphérique.

La génération de modéles KO des acteurs principaux du systéme a mélanocortine a
permis de mieux comprendre leur réle. Le Tableau 2 décrit comment évolue I'homéostasie
énergétique dans ces modeéles. On remarque qu’il se dégage un tonus orexigene fort du signaling
AgRP et anorexigéne de POMC, MC3R et MC4R.
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Tableau 1 : Récapitulatif des ligands endogénes des récepteurs a mélanocortine, localisations et
fonctions.

D’aprés Adan & de Krom 54

(ACTH) Hormone adrenocorticotropique, (ASRP) Agouti-related protein, (MSH) Melanocyte-

stimulating hormone
Isoformes Ligand Antagoniste | Localisation Localisation Fonction Fonction
du endogéne endogéne centrale périphérique centrale périphérique
récepteur (affinité
décroissante)
MC1R oMSH = | Agouti Substance grise | Mélanocyte, Pigmentation,
BMSH Periaqueductal glande Processus anti-
ACTH > yMSH pituitaire, inflammatoires
placenta,
testicules,
corps
lutéiques,
lymphocytes,
astrocytes,
fibroblastes
MC2R ACTH Agouti Cellules Production de
adrénales glucocorticoides,
adipocytes lipolyse induite
murins, peau, par le stress
lymphocytes
MC3R YMSH = | AgRP Tronc cérébral, | Placenta, Homéostasie Libération de
aMSH = hypothalamus, estomac, énergétique, cytokines pro-
BMSH = thalamus, cceur, thymus, | Processus anti- | inflammatoires
ACTH septum macrophages inflammatoire
murins,
lymphocytes
MC4R oMSH = | AgRP, Tronc cérébral, Régulation du | Erection
BMSH = | Agouti hypothalamus, poids corporel, | pénienne
ACTH> yMSH thalamus, processus de
striatum, douleurs,
septum, cortex, comportement
hippocampe, sexuel
systéme
limbique,
moelle épiniére
MC5R oMSH > | Agouti Cortex, Cervelet, | Adipocytes, Natriurése
BMSH = striatum, muscles lisses (excrétion
ACTH > yMSH mésencéphale, et sodium par les
pont de Varole, | squelettiques, reins), sécrétion
medulla, bulbe | moelle de sébum
olfactif osseuse,
thymus,
gonades, rate,
ganglions
lymphatiques,
poumons,
foie...
Références | 5556 43 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 33 34 69 70 7172 73 74 75 76
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Tableau 2 : Souris mutantes pour le systéme & mélanocortine et phénotype métabolique

D’aprés Garfield & Heisler 77

Abréviations : BAT, tissu adipeux brun; UCP-1, uncoupling protein 1 ; VO2, consommation d’O2

volumétrique
Mutant Mutations Effets sur la composition | Effet sur la prise alimentaire Effets sur les dépenses | Références
du corps énergétiques
MC3R7 Délétion de la région | Poids normal mais | Hypophagique 34 Hypoactive = mais pas | 347879
codante 34; délétion | augmentation de la masse | normophagique 78; d’effet thermogénique
partielle de la région | grasse et diminution de la | hyperphagique sous HFD en
codante 78 79 masse maigre phase diurne 70
MCA4R7- Délétion de la région | Adiposité, masse maigre, | Hyperphagique en standard, | Hypolocomotive ; 80 33 81 82 79
codante poids et taille augmentés effet exacerbé en HFD car | Thermogenése et activité
impossibilité d’ajuster la prise | physique réduite, VO2
alimentaire réduite
MC4RloxT8 Réexpression Cre- | 60% de réduction du poids | Les mutants transgéniques | VO2 réduite 27
dépendante corporel comparé a MC4R- | redeviennent normophagiques
conditionnelle dans le | /-; taille normale, adiposité
PVN et I'amygdale et masse maigre
augmentées
MC3R7- Croisement MC3R*- | Poids plus important de | Non étudié Non étudié 8
/MC4R/- /MCA4R/- tous les mutants
POMC~- Déletion de I'exon 3; | Poids, adiposité et masse | Hyperphagique en standard, | VO réduite 83 84 85
délétion partielle de la | maigre augmentés effet exacerbé en HFD car
région codante et impossibilité d’ajuster la prise
intégration du alimentaire ; préférence pour le
rapporteur LacZ gras
POMC/- Réactivation de | Poids, adiposité et taille | Plus hyperphagique en standard | VO2  réduite, quotient | 86
/Teg* I'expression de POMC | augmentée par rapport a | que POMC7 ; le pair fed | respiratoire augmenté
dans la glande pituitaire POMC~- normalise le poids au POMC/-
POMCTe Surexpression Poids normal Pas d’effet en consommation | VO2 réduite 87
neuronale spécifique basale ; atténuation de
I'hyperphagie induite par mise a
jeun
POMCTe Surexpression par | Adiposité et poids réduit Consommation basale réduite | Augmentation de | 88
NTS adénovirus dans le NTS en standard I'expression de UCP-1
dans le BAT; pas d'effet
sur la consommation d’0O2
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NH2- Surexpression Masse maigre et taille | Normophagique Réponse thermogénique | &°

POMCTe constitutive de la portion | réduites chez les males normale face a un stress
POMC N-terminale au froid

AgRP- Délétion de la région | Poids normal Normophagique Pas d'effet sur I'activité | 2°
codante locomotrice et la

température corporelle

AgRP- Délétion de la région | Perte de poids et | Pas d’effet sur la consommation | Mutants 6 mois > VO, | 9t
codante et intégration | d’adiposité a long terme basale en standard activité  locomotrice, et
du rapporteur LacZ température corporelle

augmentées

AgRPATA Ablation postnatale par | Masse grasse et poids | Les animaux traités sont | Augmentation de | 92
transgéne  cytotoxique | réduits sévérement hypophagiques I'expression de UCP-1
spécifique des cellules dans le BAT
AgRP

AgRPPTR Ablation postnatale par | Masse grasse et poids | Aphagie quasi-totale chez les | Non recherché 93
récepteur a  toxine | réduits animaux traités
spécifique des cellules
AgRP

AgRPDPTR Ablation postnatale par | Masse grasse et poids | Les animaux traités sont | Non recherché 94
récepteur a  toxine | réduits sévérement hypophagiques
spécifique des cellules
AgRP

AgRPTe Expression ectopique | Poids augmenté; taille | Non recherché Non recherché 95
constitutive augmentée (femelle)

AgoutiTe Expression  ectopique | Poids augmenté Non recherché Non recherché 96

constitutive
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Anatomie du systéme & mélanocortine

Les neurones POMC ont une distribution limitée a travers le SNC. Les corps cellulaires des
neurones POMC trouvent majoritairement leurs origines dans le noyau arqué °7 et le NTS 26 98, |Is
offrent un vaste réseau de projections dans différentes parties du cerveau, par exemple vers le
noyau des stria terminalis (BST, voie de sortie des noyaux amygdaliens connectant
I’hypothalamus au septum, elle joue un role important dans la réponse au stress et I'anxiété), le
noyau central de 'amygdale (CEA) et I'aire tegmentale ventrale (VTA). Dans I’hypothalamus, ces

neurones projettent de maniére importante vers le PVN, le LH mais aussi le DMH.

La plupart des projections des neurones AgRP/NPY sont similaires a celles observées des
neurones POMC/CART. Des expériences d'immunohistochimie ont montré que les innervations
étaient les plus importantes dans le PVN et le VMH 45, L’ensemble de ces projections est résumé

dans la Figure 8.

e = ———

-

o b POMC
v

POMC/AgRP

Vagal
1‘ afferent
Adiposity signals: Satiety signals:
leptin CCK

Figure 8 : Schéma des circuits neuronaux du systéme a mélanocortine

En rouge, projections des neurones POMC, en bleu ASRP. AP, are posterma ; ARC, noyau
arqué ; BST noyau des strimas terminalis ; CEA, noyau central de 'amygdale ; DMV, noyau dorso
moteur du nerf vague; LH, hypothalamus latéral; LPB, noyau latéral parabrachial; ME,
éminence médiane ; NTS, noyau du tractus solitaire ; PVN : noyau paraventriculaire ; RET, noyau

réticulaire. D’aprés Cone, 2005 26,
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Régulation hormonale de I'activité du systéme a mélanocortine

Le systéeme a mélanocortine détecte les hormones métaboliques via des récepteurs

adéquats. Il est ainsi informé de I'état énergétique de I'individu. Le Tableau 3 décrit la nature et

le réle des hormones détectées par le systéme a mélanocortine.

Tableau 3 : Actions des principales hormones de I’'homéostasie énergétique sur le systéme a

mélanocortine

Hormone

(Sites de production - Stimulation de la
production)

Cibles

Effets

Insuline
-produite par la cellule B pancréatique

-sécrétion stimulée par [I'hyperglycémie
principalement

Hypothalamus

Anorexigéne 99 100

Neurones
Diminue I'expression et la libération de NPY 101 102
ASRP/NPY iminu XP i i i
Neurones
! i ibérati 103
POMGC/CART Augmente l'expression et la libération de POMC

Leptine

-produite par les adipocytes du tissu
adipeux 104

-production stimulée avec l'augmentation
de la masse grasse

Hypothalamus

Anorexigéne 105 106 107 108

Neurones Diminue I'expression et la libération de NPY/AgRP
AgRP/NPY 109 110

Neurones Augmente l'expression et la libération des
POMC/CART peptides anorexigénes 46 111 112

Ghréline

- Cellules oxyntiques de I'estomac et
duodénum 113 114

- Production augmentée avant le repas 115

Hypothalamus

Orexigéne 116 117 118

Neurones

A la libérati NPY 119
AgRP/NPY ugmente la libération de
Neurones

N efini
POMC/CART on defini
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Interconnexions des neurones AgRP/NPY et POMC/CART

Des expériences de microscopie électronique couplées a de I'immuohistochimie ont mis
en évidence que les corps cellulaires des neurones POMC étaient en contact avec des terminaux
axoniques de neurones NPY/AgRP (Figure 9). Ces neurones NPY, notamment activés par la
ghréline, libérent du GABA inhibant ainsi les neurones POMC 119, L’inhibition indirecte des
neurones POMC par la ghréline, peut étre abrogée par I'ajout d’antagoniste aux récepteurs a NPY,
indiquant une voie de signalisation dépendante du NPY dans le contrble de la pris alimentaire

par la ghréline 120,

On remarque la présence de MC3R autant sur les neurones POMC que sur les neurones
NPY/AgRP. Dans ce contexte, MC3R a été envisagé comme un auto-récepteur inhibiteur des
neurones POMC 46, Cependant, le role de MC3R n’est pas encore clairement établi, puisque des
expériences d’enregistrement électrophysiologiques des neurones POMC montrent a I'inverse

que l'activation de MC3R active les neurones POMC par dépolarisation 121,

Le peptide YY libéré par les cellules endocrines de I'iléum et du colon en phase
postprandiale est trés affin pour les récepteurs Y1R et Y2R (avec une affinité 1 000 fois plus
importante pour le récepteur Y2R). Il augmente I'expression du proto-oncogéne c-Fos (marqueur
d’activation neuronale) dans les neurones POMC, indiquant une activation de ces neurones, et il
diminue la prise alimentaire 122, Mais ces résultats sont a réévaluer car I'ajout icv de peptide
mimétique YY n’inhibe pas la prise alimentaire dans un modéle KO pour MC4R 123, mais a

I'inverse I'inhibe dans un modéle KO pour POMC 83,

L’ensemble de ces données concernant le role du systéme a mélanocortine sur

I’hnoméostasie énergétique a été résumé dans la Figure 10.
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NPY/AgRP

MC3R

FLepH
GHSR Y2R

Figure 9 : Schéma du systéme a mélanocortine dans le noyau arqué

Les neurones NPY/AgRP et POMC du noyau arqué forment un réseau coordonné, notamment
grace aux projections des NPY/AgRP sur les POMC. Des récepteurs aux hormones et
neuropeptides impliqués dans la régulation de I’homéostasie énergétique sont indiqués. LepR,

récepteur de la leptine; u-OR, récepteur opioide u; Y2R, récepteur au NPY de type 2. D’aprés
Cone, 2005 25,
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anorexigene inverses MCR
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Figure 10 : Synthése du role du systéme a mélanocortine dans la régulation de I’'homéostasie énergétique

D’aprés Garfield & Heisler, 2009 77 33



3. Plasticité hypothalamique et régulation de I’'homéostasie énergétique

A. Définition

Deux propriétés importantes du systéme nerveux sont la spécificité et la plasticité 124. En
effet, le tissu nerveux est un vaste ensemble de cellules spécialisées. En dépit de son
hétérogénéité, ce tissu est hautement structuré et relativement invariable 125. De plus, les
milliards de connexions cellulaires, réparties dans ce tissu, permettent des communications
cellulaires trés spécifiques, grace notamment a la libération de neurotransmetteurs 125. En
paralléle, le terme plasticité cérébrale relatif a toute modification du systéme (tissulaire ou
cellulaire, d’ordre morphologique et/ou fonctionnel) doit &tre considéré comme un autre attribut

majeur du systéme nerveux central, complémentaire a la spécificité 124,
On distingue différentes formes de plasticité cérébrale :

- La plasticité développementale (pré- et post-natale) aboutissant au développement du
systéme nerveux, elle permet I'organisation du tissu nerveux ;

- La plasticité « réparatrice », induite par des |ésions lors de traumatismes nerveux, elle
permet la régénération du tissu nerveux ;

- Etla plasticité adaptatrice (liée a I'apprentissage, la mémorisation, et I'adaptation aux
conditions environnementales ou internes), elle permet la réorganisation du tissu

nerveux mature.
Dans ce manuscrit, nous abordons uniquement la plasticité adaptatrice.

B. Mise en évidence de la plasticité des circuits neuronaux de la prise alimentaire

dans des modéles expérimentaux

Les circuits neuronaux hypothalamiques contrélant la prise alimentaire sont hautement
structurés (Partie 2.C et 2.D). lls forment un vaste réseau connectant les différents noyaux entre
eux, afin de contrbler I’noméostasie énergétique. Pourtant, ces réseaux peuvent subir des

réarrangements synaptiques pendant leur vie adulte, révélant leur capacité de plasticité.

La premiére expérience démontrant la plasticité du systéme a mélanocortine a été
publiée dans Science en 2004 par I'équipe de Horvath 126, Les chercheurs de cette équipe
pensaient que des hormones métaboliques pouvaient modifier I'organisation synaptique des
circuits de la prise alimentaire. Pour démontrer cette propriété fondamentale, une stratégie
ingénieuse a été développée. D’abord, I'équipe a utilisé des souris dont le géne de la leptine a
été invalidé. Chez ces souris, dites ob/ob, il n'y a pas de leptine. La leptine étant une hormone
anorexigene, les individus ob/ob sont hyperphagiques et développent une obésité morbide. Afin
de visualiser les neurones d’intérét, en I'occurrence POMC et NPY, des souris exprimant la « green

fluorescent protein » (GFP) au sein de ces neurones, ont été générées. Désormais, les chercheurs
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pouvaient enregistrer I'activité électrique de ces neurones devenus visibles, ou du moins

repérables, dans un contexte avec ou sans leptine endogéne.

Les enregistrements électrophysiologiques (et en particulier la mesure de la fréquence
des courants miniatures, proportionnelle au nombre d’afférences) et les analyses en microscopie
électronique ont révélé que le nombre et le type de synapses sur les neurones POMC et NPY sont
différents entre la souris ob/ob et la souris sauvage. |l y a davantage d’afférences excitatrices sur
les neurones AgRP/NPY chez la souris ob/ob comparé a la sauvage. A I'opposé, il y a moins
d’afférences excitatrices sur les neurones POMC/CART chez la souris ob/ob comparé a la
sauvage. Ces résultats indiquent que I'organisation synaptique du systéme a mélanocortine est
dépendante de la leptine, et que I'’hyperphagie des souris déficientes en leptine pourrait étre liée
a une organisation synaptique aberrante de ce systeme générant un tonus orexigene trop
important. Cette dépendance vis-a-vis de la leptine s’exerce d’ailleurs dés le développement, car
le déficit en leptine provoque une malformation des projections innervant le PVN 127 128, Mais ce
qui est particulierement remarquable est le fait que I'apport de leptine chez la souris ob/ob
adulte provoque une reconnexion synaptique du systéme a mélanocortine. En six heures
seulement, la leptine exogéne réorganise la distribution des afférences sur les neurones POMC et

NPY, et la rameéne a la situation observée chez la souris sauvage (Figure 11).

AgRP/NPY POMC/CART AgRP/NPY POMC/CART

orexigene anorexigene orexigene anorexigene

+ +

Sy <o
I--:;J,:% ;

*  Obeése
Sauvage (ob/ob)

Leptine
6 heures

Figure 11 : Expérience de Pinto

L’ajout de leptine exogéne par voie intrapéritonéale provoque une réorganisation synaptique du
systéme a mélanocortine chez les souris ob/ob aboutissant a une situation semblable a celle des

souris sauvages

35



Par la suite, d’autres travaux ont été réalisés confirmant les capacités de plasticité du

systéme a mélanocortine chez la souris adulte.

En 2007, une étude démontre que l'oestradiol E2, connu pour réduire I'appétit et
I'adiposité 129 130, provoque une augmentation du nombre de synapses excitatrices sur les
neurones POMC/CART dans le noyau arqué de souris et de rats. Pour démontrer ce phénoméne,
les chercheurs ont ovariectomisé des rats femelles pour s’affranchir des fluctuations hormonales
selon le cycle ovarien et pour dépléter totalement les niveaux d’oestradiol circulant. Certains de
ces animaux ont recu une supplémentation en oestradiol E2 pendant 3 jours, par voie sous
cutanée a 'aide de minipompes osmotiques alors que d’autres ont recu une solution saline. Par
la suite, le nombre de synapses excitatrices et inhibitrices ont été comptés sur les neurones
POMC repérés par immunomarquage contre la B-endorphine. Les analyses en microscopie
électronique ont révélé une augmentation du nombre de synapses symétriques (synapses
inhibitrices) sur les neurones POMC chez les femelles ovariectomisées. Des analyses par
immunohistochimie ont confirmé qu’il s’agissait de synapses GABAergiques. A linverse, la
supplémentation avec I'oestradiol E2 augmente le nombre de synapses asymétriques (synapses
excitatrices) sur les neurones POMC, et des analyses par immunohistochimie ont confirmé qu’il
s’'agissait de synapses glutamatergiques. De plus, des analyses de co-marquage avec le
marqueur cfos ont indiqué que les neurones POMC étaient activés par I'oestradiol E2.
L’ensemble de ces données montre que I'oestradiol E2 déclenche une augmentation du nombre
de synapses excitatrices sur les neurones POMC. Dans cette étude, des expériences similaires
ont été menée chez la souris ob/ob (déficiente en leptine) et db/db (déficiente en récepteur a la
leptine), et on a retrouvé le méme remodelage sur les neurones POMC aprés supplémentation a
I'oestradiol E2. Ces expériences supplémentaires indiquent donc que les effets synaptiques de

I'oestradiol E2 sont indépendants de la voie de signalisation de la leptine 131,

La ghréline active les neurones NPY/AgRP du noyau arqué qui en retour inhibent les
neurones POMC selon signalisation GABAergique, ce qui stimule la prise alimentaire 46 119 132, En
2008, une étude a révélé lI'implication de la ghréline dans des phénoménes de plasticité
synaptique du noyau arqué. Les chercheurs ont enregistré les courants excitateurs miniatures
post synaptiques (MPESCs) générés dans les neurones POMC. La quantification de la fréquence
des mPESCs donne une estimation indirecte du nombre de synapses sur le neurone
postsynaptique. Ceux-ci étaient augmentés aprés I'ajout de ghréline dans le milieu
d’enregistrement. Une analyse par microscopie électronique  post-enregistrement
électrophysiologique, a montré que le nombre de synapses assymétriques (inhibitrices) sur les
neurones POMC est augmenté par traitement a la ghréline. Ceci suggére fortement que la
ghréline induit des événements de plasticité synaptique in vivo au sein du systeme a
mélanocortine : en I'occurrence, une augmentation du nombre de synapses inhibitrices des

neurones AgRP/NPY sur les neurones POMC/CART 133, Ces mécanismes sont dépendants de
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I'activation de I'AMPK puis de CPT1 (transporteur d’acides gras mitochondrial) et de I'oxydation

des acides gras a longue chaine dans la mitochondrie 133,

Enfin, la corticostérone, hormone de stress a effet orexigéne est également capable de
générer des processus de plasticité synaptique au sein du systéme a mélanocortine. Chez des
souris surrénalectomisées, situation qui conduit a I'absence totale de glucocorticoides circulants
par ablation des glandes surrénales, on observe une baisse du nombre de synapses inhibitrices
sur les neurones POMC/CART, et du nombre de synapses excitatrices sur les neurones
AgRP/NPY, ce qui conjointement inhibe la prise alimentaire. Une supplémentation en

corticostérone exogéne restaure le phénotype 134,

L’ensemble de ces expériences montre I'existence d’une plasticité hormono-dépendante
des circuits neuronaux hypothalamiques controlant la prise alimentaire. Toutefois, cette plasticité
n'est que la conséquence de manipulations pharmacologiques, génétiques, ou chirurgicales, et
leur pertinence physiologique ainsi que leurs effets directs sur le comportement alimentaire
n’étaient pas clair. Finalement nous avons vu que certaines hormones du métabolisme peuvent
déclencher des événements de plasticité synaptique. Or, en condition physiologique, les taux
d’hormones plasmatiques varient selon I’état métabolique. Ainsi chez I’'Homme, 30 min avant un
repas le taux de ghréline augmente 135. Une augmentation du taux d’insuline plasmatique chez
I’Homme et le rongeur permet de préparer un repas et de gérer préalablement la future charge
de glucose arrivant 136 137, Ces variations sont représentées dans la Figure 12. Il est donc logique
de penser qu’'étant sensibles aux hormones métaboliques, les circuits neuronaux contrblant la
prise alimentaire, puissent se réorganiser selon I'état métabolique afin de mieux gérer les

ressources énergétiques.

— GLP1 Repas

— Ghréline /

— Insuline /
— Glucose

Taux plasmatique

|
-2 -1 0
Temps avant le repas (h)

Figure 12 : Variation du taux d’hormones (et de glucose) impliqués dans le métabolisme en
fonction du temps

Adapté de Begg et & Woods 138
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C. Plasticité des circuits neuronaux de la prise alimentaire dépendant de I'état

énergétique

Depuis peu, la neuroanatomie du systéme a mélanocortine a été complétée par la mise
en évidence d’un troisieme partenaire cellulaire reliant les neurones POMC/CART aux neurones
AgRP/NPY. Cela a été guidé par une observation simple. Si la cible de la leptine est le systéme a
mélanocortine avec comme seuls acteurs les neurones AgRP/NPY - POMC/CART, une délétion
du récepteur a la leptine dans ce systéme devrait avoir des conséquences dramatiques sur la
régulation du poids corporel (obésité massive). Pourtant, la délétion de ce récepteur sur les
neurones POMC ou AgRP n’aboutit qu'a un faible développement de I|'obésité 139 140
(augmentation d’environ 5 g du poids corporel chez des souris de 2 a 3 mois). Cela suggéere que

d’autres neurones exprimant le récepteur a la leptine interviennent dans ce circuit.

Ainsi, I'étude récente de Vong & Lowell 41 s’est focalisée sur les neurones
glutamatergiques et GABAergiques exprimant le récepteur a la leptine dans le noyau arqué. Les
auteurs ont pour cela utilisé des souris exprimant la recombinase Cre soit dans les neurones
glutamatergiques (souris Vglut2-ires-Cre knockin) soit dans les neurones GABAergiques (souris
Vgat-ires-Cre knockin). En croisant ces animaux avec des souris ayant le récepteur a la leptine
encadré par des séquences Lox (Leprioviox), les auteurs ont généré par recombinaison homologue
spécifique, des souris dépourvues du récepteur a la leptine dans les neurones d’intérét. Tout
d’abord, il a été remarqué que seuls les animaux dépourvus du récepteur a la leptine dans les
neurones GABAergiques développaient un surpoids, ce qui démontre I'importance des neurones
GABAergiques sensibles a la leptine dans le contrdle de I’hnoméostasie énergétique. Quelle est
I'identité de ces neurones GABAergiques ? Comme cela a été indiqué précédemment, les
neurones AgRP, sensibles a la leptine, inhibent les neurones POMC par libération de GABA 141 et
participent ainsi au maintien de I'noméostasie énergétique. En utilisant des souris dont les
neurones AgRP sont incapables de libérer du GABA (souris Agrp-ires-Cre, Vgatiov/iox), Vong & Lowell
ont observé que la leptine est toujours capable de réduire le nombre d’afférences inhibitrices
GABAergiques sur les POMC, suggérant ainsi I'existence d’une population neuronale

GABAergiques autres que les neurones AgRP innervant les neurones POMC.

Ces travaux ont été complétés par les de études de Yang & Sternson 142 en 2011 et de
Liu & Lowell en 2012 143; toutes deux faisant intervenir une autre population neuronale,
glutamatergique cette fois, dans le systtme a mélanocortine et ayant également son activité

modulée par I'état métabolique.
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Yang & Sternson 142 ont été les premiers a décrire une augmentation de la fréquence des
courants miniatures excitateurs post-synaptiques dans les neurones AgRP de souris mises a jeun,
comparé a la situation des souris nourries. Ceci correspond a une augmentation du nombre de
synapses sur les neurones AgRP. Ces courants ont été identifiés comme étant glutamatergiques
et dépendant d’une action de la ghréline. La nature de ces neurones présynaptiques projetant
sur les neurones AgRP n’'a pas été identifiée, toutefois Yang & Sternson ont décrit les
mécanismes aboutissant a une activation glutamatergiques des neurones AgRP comme étant

dépendant d’une signalisation calcique intracellulaire et de 'AMPK (Figure 13).

Dans I'étude de Liu & Lowell 143, les auteurs ont générés des souris dépourvues de la
sous-unité NR1 (géne codant: Grinl) des récepteurs au glutamate NMDAR soit dans les
neurones AgRP (souris Agrp-ires-Cre, Grinl1lo¥'ox) ou soit dans les neurones POMC (souris Pomc-
Cre Grinl1loviox), Les souris Pomc-Cre Grinlloviox ne développent pas de troubles métaboliques
particuliers. En revanche, les souris Agrp-ires-Cre, Grinllovox sont hypophagiques et présentent
une diminution de la masse maigre et grasse comparé a leurs homologues Grinlo/'ex, Une
analyse par microscopie confocale montre la présence abondante et naturelle d’épines
dendritiques sur les neurones AgRP contrairement aux neurones POMC qui en sont largement
dépourvus. La suppression des récepteurs NMDA des neurones AgRP provoque une chute de
50% du nombre d’épines dendritiques ainsi qu'une diminution de leur taille. De plus, la mise a
jeun déclenche la genése d’épines dendritiques sur les neurones AgRP ainsi que I'expression du
marqueur d’activation c-Fos. Ces événements ne sont pas retrouvés sur les neurones AgRP
dépourvus des récepteurs au NMDA. De maniére similaire a ce qui a été observé par Yang &
Sternson 142, |la mise a jeun des animaux provoque une augmentation de la fréquence des
MEPSCs dans les neurones AgRP, suggérant fortement une augmentation du nombre de
synapses sur les neurones AgRP. Ces phénoménes ne sont pas retrouvés sur les neurones AgRP

dépourvus de récepteurs NMDA.
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Figure 13 : Nouvelle population neuronale glutamatergique activant les neurones AgRP

A jeun, le taux de ghréline augmente et active une population neuronale glutamatergique via le
récepteur Ghsrl. Une signalisation calcique intracellulaire déclenche [activation de la
calmodulin dependent protein kinase kinase (CAMKK), activant a son tour 'AMPK. L’ensemble
de ces processus de signalisation calcique va aboutir a I'activation des récepteurs a ryanodine et
a la libération présynaptique de glutamate, activant les neurones ASRP par les récepteurs AMPA
post synaptiques. Ce processus est inhibé (dans la situation « nourrie ») par la libération de 3
endorphine des neurones POMC, sous la dépendance de la leptine, inhibant les neurones

glutamatergiques via les récepteurs aux opioides. D’aprés Dietrich & Horvath 144
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Ainsi, on peut résumer les études de Yang & Sternson et de Liu & Lowell a travers la
Figure 14. Les neurones AgRP/NPY recoivent des stimulations glutamatergiques via des
récepteurs NMDA ou non NMDA (AMPA) (étape 1). A I'état nourri, les niveaux de leptine élevés
activent les neurones POMC/CART. Cela provoque la libération de B-endorphine au niveau de
contacts axo-axoniques et active des récepteurs MOR situés sur des neurones glutamatergiques.
Ceci inhibe la libération de glutamate sur les neurones post synaptiques AgRP/NPY. lls sont alors

hyperpolarisés et la fréquence des potentiels d’action est basse (étape 2).

A I'état a jeun, le faible niveau de leptine ne permet pas |'activation des neurones
POMC/CART et donc le relargage de B endorphine qui inhibe les neurones glutamatergiques. En
revanche, les niveaux de ghréline élevés stimulent les neurones glutamatergiques qui libérent
alors le glutamate sur les neurones AgRP/NPY (étape 3) post synaptiques, aboutissant a leur
dépolarisation et leur activation (étape 4). Ces changements présynaptiques dans les neurones
glutamatergiques sont coordonnés par la voie de signalisation de I'AMPK et le récepteur

ryanodine (RyR), dépendant des stocks intracellulaires de calcium.

La signalisation calcique en amont et 'augmentation des stimulations glutamatergiques

en aval aboutissent a une augmentation du nombre de synapses et d’épines dendritiques entre

les neurones glutamatergiques et les neurones AgRP/NPY.
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Figure 14 : Contrdle du tonus excitateur sur les neurones AgRP/NPY

Adapté de Spanswick & Cowley, 2012 145
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Ces travaux montrent également que les deux populations neuronales POMC/CART et
AgRP/NPY , caractérisées jusqu’alors comme étant des neurones dits de premier ordre au vu de
la détection initiale des signaux hormonaux qu’ils permettent, ne sont pas forcément les premiers
senseurs cellulaires de ces hormones au sein du systéme a mélanocortine. Ces expériences ont
mis en évidence la présence de neurones glutamatergiques et GABAergiques sensibles a la
ghréline et a la leptine qui se placent en amont des neurones NPY et POMC respectivement. Pour
le moment, ces nouvelles populations neuronales ne sont pas encore caractérisées en termes
d’expression de neuropeptide. Cependant, on peut donc mettre a jour le modéle du systéme a
mélanocortine en incorporant ces neurones modulateurs, comme cela est décrit dans la Figure
15.

42



Previous model Previous model
Fasting Feeding
" o
(e = NPY-AgRP |7 b
GABA, = & Ve > /5=
AgRP, NPY, P
e ."cfg \’4
: \ s {
ARH ARH
= rovc R = POMC
\ . " p AN / »- M
%W i PRI R
Ghrelin 1 Ghrelin |
Leptin | Leptin ¢
Updated model d Updated model
Fasting Feeding
ARH —_—
\ NPY-AgRP ARH &T%

NPY-AGRP 57
w97

{ GABA,
AgRP, NPY > ]
L . 3 Iyé)
i : 2
S /" AMPK f
2 &= . POMC o
N\ \_/————* 0 g
) N7 Unidentified v ¥
~ ghrelin- »:k%’
~ sensing cells Y B-endorphin
Unidentified leptin- GABA Unidentified
sensing cells inhibitory
neuromodulators

2\ Excitatory synaptic inputs /A Inhibitory synaptic inputs
(] Leptin receptor (] Ghrelin receptor AMPAR

(JNMDAR (] Oplold receptor

Figure 15 : Nouveau modéle du systéme a mélanocortine

Schéma du nouveau modéle a mélanocortine, intégrant deux autres populations neuronales glutamatergiques et
GABAergiques non identifiées. (a,b) Modéles initiaux de plasticité synaptique du systéme a mélanocortine dans le
noyau arqué. (a) A I'état a jeun, associé avec un fort taux de ghréline et un faible taux de leptine, les afférences
excitatrices sur les neurones AgRP/NPY sont augmentées, les afférences inhibitrices dimminuées .A I'inverse, I'activité
neuronale excitatrice efférente des POMC est diminuée. (b) A I'état nourri, le modéle est décrit comme inversé,
augmentant le tonus anorexigéne de la voie MC4R. (c,d) Nouveau modéle ajoutant un intermédiaire neuronal
glutamatergique. (c) A I'état a jeun, des neurones GABAergiques sensibles a la leptine forment un tonus inhibiteur sur
les neurones POMC en plus de I'action GABAergique classique des neurones ASRP/NPY sur les neurones POMC. (d) A
I’état nourri, la leptine active les neurones POMC, libérant ainsi de la B endorphine inhibitrice sur les neurones

glutamatergiques. L’ensemble de ces actions inhibant les neurones ASRP/NPY. D’aprés Zeltser & Tschop, 2012 146
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L’ensemble de ces données montre que le réseau neuronal du systéme a mélanocortine
n’est pas figé chez la souris adulte. Selon les fluctuations internes (état nourri vs état a jedn), les
neurones POMC/CART et AgRP/NPY subissent des réarrangements synaptiques important. Ce
sont les hormones impliquées dans le controle de ’homéostasie énergétique comme la ghréline
ou la leptine qui en plus de leur action princeps sur I'activation ou I'inactivation du systéme a
mélanocortine, provoquent ces processus de plasticité synaptique. L’activité de ce systéme
pourrait donc étre ajustée « en permanence » grace aux hormones circulantes pour contréler au
mieux, c'est-a-dire en fonction de I'état nutritionnel, 'homéostasie énergétique. Toutefois ces
études ont comparé deux stratégies extrémes : état nourri vs état a jeun depuis 24h chez la
souris, ce qui provoque des variations massives de la leptine et de la ghréline circulante. Il reste a

démontrer si ces processus sont déclenchés a I'échelle des repas, en situations plus

physiologiques dans lesquelles les fluctuations d’hormones sont plus modérées.
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4. Rble de PSA-NCAM dans la plasticité synaptique hypothalamique

La plasticité synaptique cérébrale dans sa composante morphologique est définie comme
une modification du nombre de synapses présentes sur un neurone. Pour que cela soit possible,
les cellules doivent « bouger », et modifier leurs contacts avec I'environnement extracellulaire
immédiat, ce qui impliqgue notamment une modification des jonctions cellulaires. NCAM (neural
cell adhesion molecule) et sa forme sialylée PSA-NCAM (polysialic acid - NCAM), régulent les
contacts entre cellules, et jouent un rble primordial dans certains modéles de plasticité

synaptique cérébral.

A. Neural Cell Adhesion Molecule (NCAM)

Parmi toutes les CAMs (cell adhesion molecules), NCAM est la plus présente et la plus
étudiée dans le systéme nerveux. Elle est présente a la surface des cellules. NCAM fait partie de
la superfamille des molécules d’immunoglobulines d’adhésion et est codée par un gene de 26
exons 147, Trois isoformes de 180, 140 et 120 kDa peuvent étre générées par épissage alternatif.
Ces 3 trois polypeptides différent par leur domaine cytoplasmique (NCAM 180 et 140) ou par leur
attache a la membrane (NCAM 120). Cette derniére n’ayant pas de segment cytoplasmique, elle
est liée a la membrane par un intermédiaire glycosylphosphatidyilinositol (GPI) 148, La région
extracellulaire de NCAM comprend 5 différentes immunoglobulines (Ig1 - 5) et deux domaines

fibronectine de type Ill (FN1-2) (Figure 16).

Des jonction homophiligues NCAM-NCAM intercellulaires peuvent se former grace a la
dimérisation des Ig1 et Ig2 d’une molécule de NCAM avec une autre. Ces jonctions sont fortes et

permettent une adhésion cellulaire stable 149,

GPI
| NCAM 120

NCAM 140
NCAM 180

Figure 16 : NCAM et ses trois isoformes
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B. L’acide polysialique (PSA) et PSA-NCAM

PSA est un homopolymére linéaire « d’acide sialique » a2-8-acide N-acétylneuraminique
(NeuNAc). L’acide sialique est synthétisé dans le cytosol a partir de 'UDP-N-acetylglucosamine
par I'UDP-N-acétylglucosamine 2-épimerase/N- acétylmannosamine-kinase (GNE). PSA peut étre
attaché aux sous-unités Igb de NCAM pour former un complexe « PSA-NCAM ». Au niveau sub-
cellulaire, cette réaction se fait dans I'appareil de Golgi et est catalysée par deux sialyl
transférases : la sialyltransferase-X (STX ou, ou PST-2, ou St8Siall) et la polysialyltransferase
(PST-1 ou St8SialV) 150 151 152 1583 Ces deux enzymes sont trés fortement exprimées pendant la
période embryonnaire afin de mettre en place les réseaux neuronaux. Aprés la naissance, leur
expression diminue ; STX ne s’exprime plus, PST-1 reste exprimé constitutivement 154 155, PSA
peut étre dégradé par une sialidase neurale, trouvée dans des fractions enrichies en
synaptosomes 156, Pendant la période postnatale, la synthése de PSA diminue conjointement
avec l'augmentation de l'activité des sialidases neurales 156 157, ce qui permet d’éliminer
efficacement la présence de PSA dans le tissu nerveux. La voie de synthése de PSA-NCAM est

illustrée dans la Figure 17.

UDP-N-acetylglucosamine
\

PSA-Ncam

Figure 17 : Synthése de PSA-NCAM

La synthése de PSA-NCAM se fait dans I'appareil de Golgi. Le complexe est ensuite exporté a la

membrane.
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Les liaisons homophiliques NCAMs participent a I'adhésion cellulaire. PSA a la
particularité d’étre chargé négativement et par conséquent d’étre hydratée. Ainsi, la forme PSA-
NCAM, riche en eau, repousse les membranes cellulaires riches en lipides. De plus,
I’'encombrement stérique important de PSA sur NCAM forme une barriére physique a I'adhésion
cellulaire et empéche les interactions NCAM-NCAM 158 159 160, | a Figure 18 représente les

mécanismes de répulsion et d’adhésion cellulaire régulée par sialylation de NCAM.

-PSA| | +PSA

Figure 18 : Mécanisme de répulsion/adhésion cellulaire de PSA-NCAM

D’aprés Rutishauser, 2008 161
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C. Plasticité synaptique PSA dépendante

Pendant le développement PSA-NCAM est fortement exprimé dans tout le cerveau,
contribuant a la migration cellulaire, la mise en place des réseaux neuronaux et la croissance des
axones 162 163 164 A |'ge adulte, les réseaux neuronaux étant en place I'expression de PSA-NCAM
diminue, excepté dans certaines zones dites « plastiques ». Ce sont en particulier les zones
subissant continuellement des réarrangements neuronaux et les zones neurogéniques. Il s’agit
par exemple du flux migratoire rostral se dirigeant vers le bulbe olfactif 165, du gyrus denté au
niveau de I'hippocampe 165, de I'amygdale 166, du cortex préfrontal 167, du cortex piriforme 168 169,
de I'hypothalamus 170 et du tronc cérébral 171, A I’échelle cellulaire, PSA peut étre exprimé a la
fois sur les membranes pré ou post-synaptiques 172 173, La Figure 19 montre I'évolution du taux

de PSA dans le systéme nerveux central en fonction du stade de développement.

M \Vi
Maturation des Plasticité du CNS

circuits a l'age adulte

Figure 19 : Résumé des différents roles de PSA dans le systéme nerveux

Le graphique montre quatre étapes différentes (I a IV), plus une étape de réparation ou de
réponse adaptative (V). Il représente les différentes étapes d’expression de I'acide polysialique
selon le stade développemental. Les fleches verticales représentent un événement clef associé

avec une baisse du taux de PSA. D’aprés Rutishauser, 2008 161
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En tant que molécule « anti adhésive », PSA-NCAM est associée a de nombreux processus
adaptatifs aboutissant a des remaniements cellulaires et structuraux des réseaux neuronaux 174,
Un des processus adaptatifs neurologiques les plus étudiés est la mémoire. Des observations
simples ont montré que la manipulation expérimentale de I'expression de PSA-NCAM dans les
zones cérébrales impliquées dans les processus de mémoire (bulbe olfactif, lobe temporal,
hippocampe) altére le processus d’apprentissage 175. Inversement, le processus d’apprentissage
lui-méme augmente I'expression de PSA-NCAM 176, Au niveau cellulaire, le phénoméne de LTP
(potentialisation a long terme) des synapses semble étre un des mécanismes a la base des
processus de mémoire et d’apprentissage. La LTP consiste en un processus de renforcement
synaptique, correspondant a une augmentation d'amplitude de la réponse post-synaptique a la
suite d'une intense activation pré-synaptique. 177. Ainsi, le seuil d’activation du neurone post
synaptique est plus bas et sa réponse plus longue. Il a été montré que la LTP est accompagnée
de changements structuraux comme des remodelages du cytosquelette a la synapse du neurone
post-synaptique 178 179, |a genése d’épines dendritiques 180 et I'apparition de nouveaux boutons
synaptiques 181, L'ensemble de ces processus de plasticité synaptique est illustré dans la
Figure 20.

Receptor phosphorylation  PSD perforation Muiti-spine aynapse Presynaptic remodeling
Receptor Insertion Synapse multiplication

0 10 min 3{} min 60 min later

Figure 20 : Génération de nouvelles synapses par la LTP

En 10 minutes suivant la LTP, dans le neurone post synaptique, des voies de signalisation
dépendantes du calcium sont activées et provoquent la phosphorylation des récepteurs AMPA et
une augmentation de leur conductance. De plus, la taille de I'épine post synaptique et le nombre
de récepteurs AMPA délivrés par exocytose augmentent. Ceci aboutit a une augmentation de la
densité post synpatique (PSD) et une séparation de la synapse mére en deux sceurs (perforation
synaptique) selon des mécanismes encore inconnus, sur le méme bouton synaptique. Aprés, la
synapse se divise totalement pour aboutir a la génération de deux synapses distinctes. D’aprés
Ldscher & Muller, 2000 178

Dans ce contexte, si I'on enléve PSA de NCAM a l'aide d'un agent pharmacologique, la

LTP ne peut plus s’effectuer dans la région CA1l de I'hippocampe 175. Des souris adultes
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déficientes pour la sialyltransférase PST-1 montrent des capacités réduites dans I'induction de la
LTP. Il est intéressant de noter que les souris déficientes pour STX, non exprimée a I'age adulte,
ne développent pas ces troubles de la LTP 182, De plus, la LTP elle-méme induit une augmentation
de l'isoforme NCAM-180 183, Ceci suggere que chez I'adulte PST-1 exerce un rdle clef dans la

sialylation des NCAM dans la genése des processus de LTP.

Dans un autre modéle adaptatif neurologique, celui de douleur chronique, la plasticité
synaptique PSA-NCAM dépendante a aussi été mise en évidence au niveau de la substance
gélatineuse de Rolando de la moelle épiniére. Afin de ne pas surcharger le systéme nerveux
central lors de I'excitation massive des fibres sensorielles (cas de I’hyperalgésie neuropathique),
PSA-NCAM permet aux synapses de se défaire au niveau de la moelle épiniére. Ce processus
semble interrompre le transfert de I'information nociceptive depuis la zone lésée vers les centres

intégratifs supérieurs 184,

Pendant la lactation, le systéme magnocellulaire hypothalamo-neurohypophysaire (PVN et
neurohypophyse) subit de profonds remaniements structuraux. L’activité électrique des neurones
a ocytocine, responsables de la lactation, est modifiée afin d’augmenter le nombre de potentiels
d’action pour maintenir la sécrétion de lait 185 186, Pour maintenir I'intégrité des synapses, les
adhérences cellulaires doivent étre fortes ; on observe ainsi une diminution du taux de PSA-NCAM
pendant la lactation dans ce systéme. Au sevrage, lorsque la lactation s’arréte, le niveau de PSA-

NCAM augmente dans cette zone afin de rétablir la neuro-circuiterie 187,

Dans ce méme systéme, les astrocytes peuvent jouer un rdle dans les phénoménes de
plasticité synaptique. Ainsi, il a été montré que pendant la lactation, il y a un retrait de la
couverture astrocytaire au niveau des somas des neurones a ocytocine grace a la surexpression
de PSA-NCAM par les astrocytes 188, De plus les pieds astrocytaires peuvent s’intégrer dans la
fente synaptique et perturber la transmission neuronale, de maniére PSA-NCAM dépendante 189,

Ces processus sont illustrés dans la Figure 21.

On observe des phénomeénes similaires sur les neurones a GnRH dans le noyau arqué
pendant le cycle ovarien. Une premiére observation a montré que le nombre de synapses axo-
somatique évolue en fonction du cycle ovarien dans le noyau arqué 1°. Une autre étude a
montré que l'ovariectomie annule ces phénoménes de plasticité au niveau de neurones
GABAergiques. Un traitement avec du 17 oestradiol chez les rates ovariectomisées restaure les
phénoménes de plasticité. |l est important de noter que dans cette étude un traitement
pharmacologique clivant PSA de NCAM, ou un traitement avec des anticorps dirigés contre PSA,
injectés directement dans le noyau arqué inhibe ces phénoménes de plasticité synaptique qui

s’accompagnent d’une surexpression de PSA-NCAM 191,
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Figure 21 : Schéma montrant I'implication des pieds astrocytaires dans la transmission
synaptique

Unstimulated, correspond a des femelles en période post lactation (sevrage), stimulated
correspond a des femelles en lactation. En condition stimulée, la rétractation des pieds
astrocytaires favorise les processus de libération du glutamate (fleches noires) dans la fente

synaptique et permet I'excitation des neurones post synaptiques. D’aprés Theodosis & Oliet,

2008 192
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L’ensemble de ces données montre que les propriétés anti-adhésives de PSA-NCAM a
I’échelle cellulaire participent aux événements de plasticité synaptique. De nombreuses études,
citées plus haut, montrent que I'inhibition de PSA-NCAM a l'aide d’agents pharmacologiques ou
d’anticorps, bloque les événements de plasticité PSA-NCAM dépendant. Bien évidemment, la
surexpression de PSA-NCAM n’est pas le seul mécanisme moléculaire permettant aux cellules de
subir des réarrangements structuraux. Toutefois, chaque condition expérimentale (stimulation
électrique) ou physiologique (lactation, cycle ovarien) aboutissant a une surexpression de PSA-
NCAM est associée a des événements de plasticité synaptique. De ce fait, PSA-NCAM, lorsqu’il est

surexprimé, devient un marqueur de plasticité synaptique.

52



Problématique

L’obésité, selon la définition de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), est définie
comme « une accumulation anormale ou excessive de graisse qui peut nuire a la santé ». L'indice
de masse corporelle (IMC), permet par un calcul simple, de déterminer et de classer le surpoids
et I'obésité chez I'adulte. Il est calculé en divisant le poids en kilogrammes par le carré de la taille
en meétres (il s’exprime en kg/m2). Un individu sain présente un IMC entre 18,5 et 24,9. Au-dela
de 25 les individus sont dits en surpoids, obéses au-dela de 30. L'OMS enregistrait en 2008 plus
d’1,4 milliard d’adultes en surpoids et plus de 500 millions obéses. Cette maladie métabolique
entraine des conséquences pathologiques: troubles cardiovasculaires, diabéte, arthrose,
cancers... Chaque année, plus de 2,8 millions de personnes meurent des conséquences du
surpoids ou de I'obésité. Comme pour les maladies infectieuses, on parle « d'épidémie » de
maladies métaboliques. En plus des enjeux sanitaires importants, des enjeux économiques sont
a prendre en compte, notamment concernant la prise en charge médicale des personnes

touchées 193,

L'origine fondamentale de I'obésité est simple: une dérégulation de la balance
énergétique aboutissant a des excédents énergétiques. Les causes, elles, sont complexes car
dépendent de plusieurs facteurs: style de vie, environnement, patrimoine génétique, état
psychologique et physiologique. On parle de pathologie multifactorielle. Le systéme nerveux
central, et en particulier I’hypothalamus, controle ’'noméostasie énergétique. Il est maintenant

certain que des défauts de commande centrale peuvent étre a I'origine de troubles métaboliques.

Il est donc important de mieux comprendre les mécanismes régulateurs centraux pour
identifier de nouvelles pistes d’intérét thérapeutique dans la lutte contre I'obésité. Nous avons
fait cela a travers une recherche fondamentale focalisée sur le role de la plasticité
hypothalamique dans le contrble de la prise alimentaire et du poids corporel. L’étude a consisté a
rechercher dans un modéle expérimental murin si des mécanismes moléculaires relatifs au
remodelage synaptique étaient activés dans I’hypothalamus lors d’'un déséquilibre alimentaire
généré par un régime obésogene. Nous avons recherché le lien entre les mécanismes identifiés
et l'adaptation métabolique et comportementale qui se produit naturellement suite a
I'introduction de ce régime. Puis, nous avons évalué si un défaut de plasticité dans
I’hypothalamus pouvait accélérer le développement de pathologies métaboliques dites de

surcharge telles que I'obésité et I'athérosclérose.
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Objectifs

Avant de commencer ce travail, on savait que les circuits de la prise alimentaire étaient
« plastiques » et que cette plasticité faisait défaut dans un modéle d’obésité génétique, lié a une
déficience en leptine. De plus, plusieurs études avaient démontré que les hormones telles que la
leptine, la ghréline, la corticostérone pouvaient stimuler rapidement une plasticité synaptique au
sein du systeme a mélanocortine qui gouverne la prise alimentaire et plus largement
I’hnoméostasie énergétique. Toutefois, I'influence directe de ces processus de plasticité hormono-

dépendante sur le comportement alimentaire n’avait jamais été établi.

Dans un premier temps, mon travail de thése a consisté a démontrer I'existence de ce
lien pressenti entre plasticité hypothalamique et comportement alimentaire. Cela a été fait dans
un modéle expérimental murin en condition physiologique. Puis, nous avons évalué s’il pouvait
exister une relation causale entre un défaut de plasticité hypothalamique et la vulnérabilité a
I'obésité nutritionnelle. Enfin, nous avons recherché si un défaut de plasticité pouvait également
étre un facteur accélérant le développement de l'athérosclérose, autre maladie liée a une

surcharge nutritionnelle.
Ainsi, cette thése a comporté 4 grands objectifs.

Objectif 1 : évaluer I'implication de la plasticité hypothalamique dans le contrdle de la
prise alimentaire. Nous nous sommes intéressés a l'influence d'une exposition courte (1
semaine) a un régime obésogéne (hypercalorique et hyperlipidique) sur le comportement
alimentaire des souris. En effet, ce paradigme expérimental permet d’observer une réponse
homéostatique de la prise alimentaire de maniére trés reproductible. Or, il est connu que la
plasticité cérébrale a comme finalité une adaptation de I'organisme face a un environnement
changeant. Ce modéle basé sur un changement de condition nutritionnelle persistant et
présentant un comportement adaptatif semblait donc idéal pour rechercher un mécanisme de

plasticité au sein des circuits neuronaux de la prise alimentaire.

Objectif 2 : évaluer les effets d’'un défaut de plasticité hypothalamique dans un modéle
d’obésité. Une exposition longue (3 mois) a un régime obésogéne provoque une obésité chez les
rongeurs. Pourtant certains individus «résistent» a la diéte et ne développent qu’un léger
surpoids alors que d’autres développent une obésité massive. Nous avons émis I’'hypothése que
la variabilité interindividuelle concernant le tableau clinique terminal pouvait étre liée a des
capacités de plasticité différentes. Est-ce que l'altération des capacités de plasticité synaptique

hypothalamique, chez des animaux sauvages, peut entrainer une vulnérabilité a I'obésité ?
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Objectif 3 : évaluer les effets d’'une déficience innée de plasticité synaptique dans un
modeéle d’obésité. Pour cela, nous avons réalisé une étude a travers un modéele KO pour la
sialyltransférase 1 (Pst1) lors d’une exposition chronique a un régime obésogéne. Des individus
ayant de faibles capacités de plasticité synaptique hypothalamique seraient-ils plus vulnérables
face a la pression calorique ? Développent-ils une obésité plus rapidement lors d’une exposition

chronique a un régime hypercalorique ?

Objectif 4 : évaluer les effets d’'un défaut de plasticité hypothalamique dans un modéle
d’athérosclérose. En plus de la prise alimentaire, le systéme a mélanocortine contréle d’autres
fonctions telles que le métabolisme périphérique du cholestérol. Nous avons voulu savoir si les
événements de plasticité hypothalamique avaient une implication dans la régulation périphérique
du cholestérol. Il s’agissait également de déterminer si un défaut de plasticité cérébrale au
niveau de I’hypothalamus provoquait une dérégulation de I'homéostasie du cholestérol circulant,
favorisant ainsi une hypercholestérolémie et le dépdt des plaques d’athérome en cas de régime

pro-athérogéne.
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Résultats
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Objectif 1: évaluer [I'implication de la plasticité

hypothalamique dans le contr6le de la prise alimentaire

1. Caractérisation du modéle

L'objectif de ce travail était de déterminer si un changement d’alimentation peut
déclencher des événements de plasticité hypothalamique. Pour cela nous avons utilisé des souris
males adultes de 8 semaines C57BL/6. Elles étaient nourries avec un régime standard (STD)
contrdle ou avec un régime hypercalorique et hyperlipidique (HFD, High fat diet) pendant une

semaine. Le Tableau 4 récapitule les caractéristiques du régime contrdle (Standard, STD) et du

régime HFD.
Tableau 4 : Caractéristiques et composition des régimes standard et HFD
Composition Centésimale Apports  énergétiques
(%) (%)
STD HFD STD HFD
Protéines 16 20 Densité calorique (kcal/g) 2,9 4.4
Huile 31 21,8 Calories provenant  des | 60,9 42,5
glucides
Fibres 3,9 3 Calories provenant des | 22,4 42,5
lipides
Amidon 45,8 28 Calories provenant des | 16,7 15
protéines
Sucres 3 19
Minéraux et |55 8
Vitamines
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2. Adaptation comportementale et métabolique en réponse au HFD

A. Adaptation comportementale

Les souris ont été nourries ad libitum avec le régime STD. L’alimentation des souris a été
changée par un HFD. Leur prise alimentaire a été mesurée quotidiennement. Aprés une journée,
la prise énergétique des souris nourries en HFD a augmenté rapidement : 0,85 + 0,06 kcal/j/g
poids corporel contre 0,52 + 0,05 kcal/j/g poids corporel chez les souris nourries en régime STD.
Cependant, cet effet était transitoire et est revenu a un niveau équivalent a celui du STD en une

semaine, alors que le régime HFD était maintenu (Figure 22A).

B. Adaptation métabolique

L’exposition courte au régime HFD a déclenché trés rapidement des désordres
métaboliques. On a observé une augmentation des triglycérides circulants (Figure 22B) dés 1
journée d’exposition mais pas de différence dans le taux d’acides gras libres plasmatique. Une
intolérance au glucose est apparue (Figure 22C). Ces altérations ont été rétablies au moins en
partie, en une semaine alors que le régime gras était maintenu. A noter que l'intolérance au

glucose a J8, méme si elle était moins importante qu’a J1, est restée malgré tout présente.

La mesure du quotient respiratoire a permis d’obtenir une information sur la nature des
substrats énergétiques utilisés. Il s’agit d’'une méthode basée sur la mesure d’0O2 consommée et
de CO2 produite. En condition normale, les souris utilisent majoritairement les glucides. Cela se
traduit par un quotient respiratoire proche de 1. Un quotient respiratoire proche de 0,7 traduit
une utilisation préférentielle des lipides comme source énergétique. Lorsque I'alimentation des
souris STD a été changée par un régime HFD, elles ont utilisé trés rapidement les lipides dés 24h
d’exposition (STD : 0, 86 + 0,04 ; HFD D1 : 0,77 + 0,02) (Figure 22D).

Aprés 3 jours seulement de régime HFD, on a observé une augmentation de la masse
grasse chez les souris, notamment du tissu adipeux blanc sous cutané et viscéral. Cette

augmentation était plus importante aprés 8 jours de régime (Figure 22E).

L’ensemble de ces données montre que les souris adaptent leur comportement
alimentaire mais aussi leur métabolisme face au changement de conditions nutritionnelles. I

s’agit d'une réponse homéostatique face a I'exposition au régime HFD.
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Figure 22 : Effet du régime HFD a court terme

(A) Prise énergétique (B) Concentration des triglycérides plasmatiques et d’acides gras libres (C)
Test de tolérance au glucose et sécrétion d’insuline gluco-induite (D) Quotient respiratoire (ratio)
(E) Adiposité mesurée par echoMRI et pourcentage de tissu adipeux blanc sous-cutané et
viscéral en fonction du poids total. Toutes les mesures ont été faites chez les souris STD vs 1, 3
ou 8 jours sous régime HFD. (A), (B), (C), (D) *, p <0.05; **, p <0, 01; ***, p <0,001 ANOVA one
way et test de Dunnett post hoc vs STD. (E) *, p <0.05; **, p <0, 01; ***, p <0,001 Test t Mann
& Withney vs STD
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3. Signature moléculaire de plasticité hypothalamique synaptique induite par

le régime HFD

Une réponse adaptative de I'organisme due a des stimuli extérieurs maintenus ou a des
modifications physiologiques durables peut étre liée a des réarrangements tissulaires cérébraux
194, Ces modifications sont basées sur une régulation coordonnée de I'expression de mRNA 195 et
de la synthése protéique 19. Pour déterminer si I'exposition au régime HFD induit des
phénoménes de plasticité synaptique, nous avons mesuré I'expression de plusieurs facteurs
permissifs de plasticité cérébrale dans différentes zones hypothalamiques par microdissection
(ARC, PVN, LH), utilisé comme marqueurs moléculaires. Ceci a été fait avec des « low density
arrays » (cartes microfluidiques Tagman) permettant de faire un criblage de plusieurs génes en
utilisant des échantillons contenant peu de matériel mRNA. Ce criblage a été réalisé sur des

souris nourries en régime STD ou aprés 1, 3 et 8 jours de régime HFD.

Des génes marqueurs de différents processus de plasticité ont été choisis : des génes
impliqués dans la dynamique du cytosquelette, les interactions cellulaires, la synaptogenése et le
remodelage matriciel. Une variation dans I'expression de ces génes traduit indirectement des

événements de plasticité au niveau hypothalamique.

Comparé avec les souris contrdle (en régime standard), il y a eu une augmentation de 10
a 40 % de I'expression des marqueurs de plasticité choisis chez des souris nourries en HFD
pendant 1 et 3 jours. Ces augmentations ont été rapides et transitoires et majoritairement
localisées dans le noyau arqué. |l y a eu une surexpression de ncaml1, nrpl, tnc, snap25, syp et
syt4 suggérant que I'exposition au HFD a modifié les interactions cellulaires et a induit de la
synaptogenése. A I'inverse, I'expression de gap43, serpinel, mmp9, et plau n’a pas été modifié,
suggérant I'absence d’induction de bourgeonnements axonaux ou de projection axonale.

L’ensemble de ces résultats est présenté sous forme de tableau dans la Figure 23A.
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Comme cité dans l'introduction, les changements dans les interactions cellulaires
peuvent étre modulés par I'acide polysialique (PSA). Ce marqueur de plasticité synaptique et
régulateur d’interaction cellulaire est en plus facilement manipulable dans I'optique d’étude
fonctionnelle entre remodelage synaptique et phénotype. Nous avons donc examiné I'expression
de PSA par immunohistochimie dans le cerveau des souris exposées au régime HFD. L'intensité
du signal PSA a été calculée par densitométrie aprés acquisition d’images en microscopie laser
confocale. Il y a eu une augmentation transitoire de I'expression de PSA dés la premiére journée
d’exposition au HFD dans I’hypothalamus. Aucune variation n’a été détectée dans le gyrus denté
de I'hippocampe ; aire de référence en ce qui concerne les capacités de plasticité synaptique du
cerveau, influencée par les conditions environnementales, et exprimant PSA de maniére

constitutive (Figure 23B).
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Figure 23 : L’hypothalamus des souris nourries en HFD présente des signes de plasticité
moléculaires

(A) Quantification simultanée de I'expression de génes de biopsies hypothalamiques par carte
microfluidique Tagman. (B) Marquage immunohistochimique représentatif de PSA dans le noyau
arqué et le gyrus denté des souris standard et HFD. Barre d’échelle, 100 um ; D, Jour; ARC,
noyau arqué ; PVN, noyau paraventriculaire ; LH, aire hypothalamique latérale ; DG, gyrus denté.

Moyenne + SEM. *, p < 0,05 ANOVA one way et test de Bonferroni post hoc vs STD
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4. La nouveauté n’est pas suffisante pour induire PSA dans I’hypothalamus

La signature moléculaire de plasticité détectée dans I’hypothalamus aprés I'introduction
du régime HFD peut étre due simplement au changement de composition de nourriture et/ou au
stress lié a une nouvelle nourriture (effet de la nouveauté). Nous avons testé si le simple
changement de régime était suffisant pour stimuler I'expression de PSA dans le noyau arqué. Le
régime standard a été remplacé par un régime isocalorique isolipidique contrdle (CTRL) de
composition similaire mais d’aspect, de texture et probablement de flaveur différentes (Figure
24A, B). L'introduction du régime CTRL n’a pas modifié la prise énergétique des souris (Figure
24C). Aprés une journée d’exposition avec le régime standard, HFD ou CTRL, les niveaux de PSA
du noyau arqué ont été mesurés par Western Blot (Figure 24D). Comme montré précédemment,
le régime HFD a provoqué une surexpression de PSA dans le noyau arqué (Figure 24E). A

I'opposé, le régime CTRL n’a pas modifié le taux de PSA comparé au régime standard.

Aprés une premiére exposition d’une journée au régime HFD, les souris ont été renourries
avec le régime standard pendant 6 jours. Une deuxiéme exposition au régime HFD d’une journée
a été effectuée et le niveau de PSA dans le noyau arqué a été mesuré. La réexposition au régime
HFD a augmenté la prise énergétique (Figure 24C), ainsi que le niveau de PSA dans les biopsies

de noyau arqué.

L’ensemble de ces données indique que le changement d’alimentation seul n’est pas

suffisant pour induire une augmentation du niveau de PSA dans I’hypothalamus
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Figure 24 La nouveauté n’est pas suffisante pour augmenter le niveau de PSA dans
I’nypothalamus

(A) Photographie des régimes STD, HFD et CTRL. (B) Composition en acides gras des
différents régimes, déterminés par chromatographie gazeuse. (C) Prise énergétique aprés
une journée d’exposition au régime STD, CTRL ou HFD. HFD-2X référe a une deuxiéme
journée d’exposition au régime HFD avec une latence de 6 jours en régime STD. (D)
Image représentative de Western Blot dirigé contre PSA dans des extraits protéiques de
biopsies de noyau arqué aprés exposition au régime STD, CTRL ou HFD. (E) Quantification
des niveaux de PSA du Western Blot (D) et normalisé par rapport au STD. Moyenne +
SEM de n =9 (STD), 5 (HFD), 7 (CTRL) et 7 (HFD-2x). (C) et (E) *, p <0.05; **, p <0, 01;
*** p <0,001 Test t Mann & Withney vs STD
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5. L'exposition au régime HFD pendant 3 jours induit des reconnexions

synaptiques des neurones POMC

Les expériences précédentes ont montré que les souris adaptaient leur comportement
alimentaire face aux changements de conditions nutritionnelles. De plus, le criblage moléculaire
a indiqué l'induction possible de remodelage synaptique dans ces conditions et a permis de
définir une fenétre spatio-temporelle d’intérét dans laquelle pourrait se produire ces
modifications d’interactions cellulaires : un remodelage synaptique pourrait donc se produire
dans le noyau arqué durant les 3 premiers jours aprés introduction du HFD. Pour objectiver
I'existence de ces phénomeénes de plasticité synaptique, nous avons enregistré |'activité
électrique de neurones du noyau arqué chez des souris soumis a un régime HFD. Nous avons
étudié les neurones POMC car le systéme a mélanocortine a déja démontré ses capacités de
plasticité synaptique en fonction de I'état énergétique de I'organisme. Pour cela, nous avons
utilisé des souris exprimant la GFP dans les neurones POMC, ce qui permet I'identification de ces

cellules dans le parenchyme cérébral.

Des souris POMC-GFP ont donc été nourries pendant 3 jours en régime standard ou en
régime HFD. Puis les courants spontanés et miniatures post-synaptiques (sPSCs et mPSCs)
générés dans les neurones POMC du noyau arqué ont été enregistré par voltage clamp en

condition cellule entiére, sur des tranches de cerveau maintenues ex vivo.

Nous avons trouvé une augmentation de la fréquence des courants excitateurs spontanés
post-synaptiques (SEPSCs) sur les neurones POMC des souris nourries avec le régime HFD (STD :
2,12 + 0,55 Hz ; HFD : 4,63 + 0,87 Hz) (Figure 25A). A I'inverse, la fréquence des courants
inhibiteurs spontanés post-synaptiques (sIPSCs) était diminuée chez les souris nourries avec le
régime HFD (STD : 1,47 + 0,17 Hz ; HFD : 0,86 * 0,17 Hz) (Figure 25B).

Nous avons aussi quantifié la fréquence des mPSCs apparaissant dans les neurones
POMC méme en I'absence d’activité pré-synaptique, et ce phénoméne aléatoire est en relation
étroite avec la quantité d’afférences innervant les neurones étudiés. Cette mesure a donc été
faite en présence de TTX afin de bloquer tous les potentiels d’action, et d’éviter I'influence de
I'activité électrique pré-synaptique dans le comptage. Finalement, la quantification de la
fréquence des mPSCs donne une estimation relative du nombre de synapses sur le neurone
postsynaptique (en l'occurrence, le neurone POMC). La fréquence des courants miniatures
excitateurs (MEPSCs) a été augmentée avec I'exposition au régime gras tandis que la fréquence
des inhibiteurs (mIPSCs) n’a pas été changée (mEPSCs : STD : 0,81 + 0,16 Hz vs HFD : 2,66 +
0,57 Hz ; mIPSCs : STD : 0,76 + 0,14 Hz vs HFD : 0,80 * 0,26 Hz) (Figure 25A, B).
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Concernant I'amplitude des sPSCS et mPSCs aprés I'exposition HFD, aucune différence
significative n’a été trouvée (sPSCs : STD : 18,25 + 1,49 vs HFD 17,32 + 3,77 pA; mPSCs : STD :
11,19 £ 0,87 vs HFD 11,54 + 0,72 pA)

L’ensemble de ces données suggére qu’une réorganisation des synapses s’est produite
sur les neurones POMC du noyau arqué, visible 3 jours aprés l'introduction du régime HFD,
augmentant les afférences excitatrices sur ces cellules. Un tonus anorexigéne plus important
provenant des neurones POMC est cohérent avec la réduction progressive de la prise énergétique

des souris aprés I'introduction du régime HFD.

A - .
Excitatory Post-Synaptic Currents Figure 25: Les neurones POMC du noyau

Spontaneous STD HFD arqué des souris nourries en HFD sont
EPSCs "TN”WW MMMWH reconnectés 3 jours aprés le début de
I'exposition
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6. PSA est requis pour les reconnexions synaptiques des POMC

Nous avons examiné par la suite le role de PSA dans les phénomeénes de plasticité induite
par I'exposition au régime HFD. Pour cela, nous avons utilisé I’enzyme endoneuraminidase N
(Endo N). Cette enzyme clive spécialement PSA de PSA-NCAM 197, ainsi I'on peut inhiber les
processus de plasticité synaptique PSA-NCAM dépendant. L’EndoN a été injectée bilatéralement
dans le VMH par stéréotaxie. Trois jours aprés I'opération, les souris ont été exposées au régime
HFD. Par immunohistochimie, nous avons observé que le traitement a I'Endo N a retiré

complétement le signal de PSA aprés 1 et 8 jours d’exposition au régime HFD (Figure 26B).

De plus, I'injection d’EndoN a inhibé totalement I'augmentation de fréquence des sEPSCs
et mMEPSCs sur les neurones POMC précédemment observés sur des souris non injectées
nourries 3 jours en HFD (sEPSCs : 1,49 + 0,51 Hz ; mEPSCs : 0,65 + 0,12 Hz ; p < 0,05 Test de
Student vs STD). Ce qui suggére que PSA était requis pour la plasticité synaptique des neurones

POMC induite par le régime HFD.

7. PSA est requis pour établir la réponse homéostatique face au HFD

Pour savoir si les événements de plasticité synaptique dans I’hypothalamus induits par le
régime HFD étaient impliqués dans le contrdle de I'homéostasie énergétique, nous avons
quantifié la prise énergétique des souris traitées a I’'EndoN. Les souris recevant soit du véhicule
soit de 'EndoN ont eu une prise énergétique relativement constante en régime STD (~ 0,50
kcal/j/g ; Figure 26C). Comme montré précédemment la prise énergétique a été augmentée chez
les souris nourries en HFD dés le premier jour, et ce quel que soit le traitement intracérébral
(Endo N ou véhicule), atteignant approximativement 0,80 kcal/j/g. Cependant, les jours suivants,
les souris recevant de I'EndoN ont toujours eu une prise énergétique supérieure et I’énergie
consommée cumulée sur une semaine a été plus importante (+ 9,2%) dans ce groupe par rapport
aux souris traitées avec le véhicule (Figure 26D). De plus, les souris HFD + EndoN ont un gain de
poids plus important aprés une semaine (HFD + EndoN : 1,52 + 0,19 g ; HFD + véhicule : 0,90 +
0,14 g) (Figure 26E).
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Le traitement a I'EndoN, en revanche, n’a pas modifié la tolérance au glucose des
animaux (Figure 26F). Comme montré précédemment, la tolérance au glucose n'a pas été
totalement récupérée apres 8 jours de HFD (Figure 22C). Le traitement a I'lEndoN n’a pas modifié
la tolérance au glucose des animaux nourris en régime STD. Chez les souris nourries en HFD, le
traitement a I'EndoN n’a produit qu’une augmentation mineure, mais non significative, de
I'intolérance au glucose. Cet effet était probablement di a la prise énergétique élevée en HFD
des animaux traités a I'EndoN, puisque des animaux traités a 'EndoN et restreints en prise

calorique (pair-fed sur le groupe HFD vehicule) ont présenté une tolérance similaire.

68



A Time (days) B
-3 0 8 ~ STD + veh

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ’ &

EndoN injection HFD Food intake Blood

o A s
(0,28 units per & body weight  sampling, : \k“ ‘( '

VMH) measurement & OGTT
_ ”h{i HFD D1 + veh :
A .- : 5, o & ) r { =y
407 e N A S P

WHFD D1 + EndoN = HFD D8 + EndoN

C Energy intake D Cumulative energy intake |E  Body weight gain
(kcal/d/g of BW) (kcallg of BW) Q)
1.0 1 — o STD+veh 124 o &
 —— | * %%
cesssseses ;T:IIIDH En:oN 10 P l*—'
P + Vel - 1 -
HFD bekiafi °
0.8 4 E eneas Gsssns + EndoN 8 4 — * %
; (18) e
64 (19) 2 (18)
(20) (18)
44 (19)
1d
5] (20) (18)
014 T T T T T 1 0‘ 0'
2 0 2 4 6 8 10 EndoN - + - + EndoN - + - +
Time (d) STD  HFD STD  HFD
F Blood glucose (mM) AUC (au) GIIS (uU/ml)
25+ STD +veh 400 1 - ns 1201 ns
n
+ -
20 ———0--- HFD+EndoN 300 -
o o HeopeEnoN | 1= =
A
200 4 60+
40+
100 -
201
5IIIIIIIIIIIIIII 0' 0'
-30 0 30 60 90 120150 EndoN - + - +  EndoN - + - +
Time (min) STD  HFD HFDpf STD  HFD HFDpf

Figure 26 : Le retrait de PSA dans I’hypothalamus altére le contréle homéostatique
de la prise énergétique aprés I'introduction de HFD

(A) Protocole expérimental d’enlévement de PSA dans I’hypothalamus et suivi
métabolique des animaux. (B) Images représentatives d’immunohistochimie anti-PSA
sur des sections de cerveaux montrant I’enlévement de PSA. Barre d’échelle, 2 mm.
(C) Prise énergétique. (D) Prise énergétique cumulée. (E) Gain de poids. (F) Tolérance
au glucose et sécrétion d’insuline gluco-induite. Souris nourries en STD ou HFD,
traitées avec I’EndoN ou le véhicule dans I’hypothalamus. D, jour; veh, véhicule ;
HFDpf, High Fat Diet pair fed ; AUC, aire sous la courbe ; GlIS, sécrétion d’insuline
gluco-induite. Moyenne + SEM. *, p <0.05; **, p <0, 01; ***, p <0,001 ANOVA one

way et test de Newman-Keuls post hoc.
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Afin de poursuivre I’évaluation du réle de PSA dans la régulation de la prise énergétique,
nous avons comparé la réponse physiologique au HFD chez des souris wild-type et des souris
PST-1 KO (ou St8sia4+-). Ces souris sont dépourvues de I'enzyme PST-1, la polysialyltransferase
responsable de I'addition de PSA sur NCAM 182, Aucune augmentation de I'immunoréactivité anti-
PSA n’a été détectée par immunohistochimie sur les souris KO aprés introduction du HFD (Figure
27A). Chez les souris wild-type et KO, la prise énergétique quotidienne en régime standard a été
la méme (0,53 + 0,03 kcal/j/g) (Figure 27B). De plus, la prise énergétique des deux lignées a
augmenté de maniére similaire aprés une journée de HFD (wild-type : 0,73 + 0,03 ; KO: 0,75 +
0,05 kcal/j/g). Cependant, le retour a un niveau d’énergie consommée basal a pris environ une
journée de plus chez les mutants que chez les wild-type. En conséquence, le cumul d’énergie
consommeée a été augmenté de 8,6% chez les souris KO nourries pendant 5 jours avec du HFD
comparé au wild-type (wild-type : 2,95 + 0,09 kcal/g, KO : 3,20 + 0,07 kcal/g; p < 0,05 au test
de Student). Le gain de poids en HFD entre les groupes n’a pas été significativement différent
aprés 5 jours de régime HFD (wild-type: 0,38 + 0,22 g; KO: 0,69 + 0,14 g), ceci était

certainement d0 a une exposition sous HFD trop courte.

L’ensemble de ces résultats démontre que I'enzyme PST-1 joue un rdle dans I'adaptation

comportementale face a I'exposition au HFD.
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Figure 27 : Une déficience de I'enzyme PST-1 altére le contrble homéostatique de la prise
énergétique aprés I'introduction du régime HFD

(A) Image représentative d’immunohistochimie contre PSA dans le noyau arqué de souris PST-
1++ (wild-type) et PST-1/- nourries en régime HFD pendant une journée. (B) Prise énergétique des
souris PST-1*/+ et PST-17- nourries en régime HFD pendant 5 jours. Les groupes ont été

comparés en utilisant le test de Student.
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8. Discussion

La plasticité hypothalamique peut étre définie comme un processus adaptatif ayant pour
but d’intégrer les changements dans les conditions environnementales et les états
physiologiques 198 199 200_|ci, nous avons montré qu’un changement d’alimentation est une autre
situation aboutissant a des restructurations des réseaux neuronaux hypothalamiques. En effet,
I'ingestion de graisses a augmenté la fréquence des courants miniatures excitateurs post-
synaptiques dans les neurones POMC, suggérant fortement une réorganisation synaptique sur
ces cellules 126, Dans cette étude, nous n’avons pas trouvé de lien causal entre ces données
électrophysiologiques et les modifications du comportement alimentaire aprés I'introduction du
régime HFD. Pour ce faire, cela exigerait une inhibition inductible et ciblant la synaptogenése
PSA-dépendante dans les neurones POMC. Cependant, (1) la surexpression de PSA précéde les
changements comportementaux ; (2) les événements de plasticité synaptique sur les POMC et la
restauration progressive de la prise énergétique sont tous les deux altérés par I’'EndoN ; et (3) les
neurones anorexigénigues POMC sont connus pour étre impligués dans les réponses
homéostatiques adaptatives 26. En conséquence, le recablage PSA dépendant des neurones
POMC induit par le régime HFD peut expliquer la réponse homéostatique suite a I'ingestion de

graisses.

Bien que le role du systeme a mélanocortine dans I'adaptation de la prise alimentaire en
réponse a différentes variations environnementales a déja été décrit 81 201, |a réorganisation
synaptique des neurones POMC du noyau arqué peut étre maintenant considérée comme un
processus physiologique clé. Néanmoins, nous ne pouvons pas non plus exclure un effet
synergique di a des reconnexions synaptiques des neurones antagonistes orexigeénes AgRP/NPY,
par exemple. A cela peut s’ajouter d’autres défenses contre les désordres métaboliques
impliqguant des mécanismes non-synaptiques, tels que la surexpression de POMC induite par le
HFD 202, Le contréle homéostatique de la balance énergétique est sans doute consolidé par une
combinaison de différents mécanismes associés aux processus de plasticités, incluant des
processus pharmacologiques rapides et des changements morphologiques plus lents.
Malheureusement, tous ces mécanismes cérébraux de régulation sont manifestement dépassés

lorsque la pression calorique est maintenue.

Il est intéressant de noter que le criblage moléculaire des événements de plasticité a
suggéré des modifications d’interactions cellulaires bréves et localisées au sein du noyau arqué.
Bien que le systtme a mélanocortine se prolonge dans d’autres aires hypothalamiques et
extrahypothalamiques, la surexpression de marqueurs de plasticité semble donc restreinte au
sein du noyau arqué. Ainsi, les cibles des neurones POMC et AgRP comme les neurones du PVN

exprimant MC4R, cruciaux pour I'établissement de la réponse homéostatique suite a une
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alimentation grasse 81, pourraient relayer 'augmentation du tonus anorexigénique dans le noyau

arqué sans remodelage synaptique particulier du noyau paraventriculaire.

Dans cette étude, nous rapportons un contrdle du poids PSA-dépendant. L'effet
obésogene de I'EndoN peut étre lié a une altération du contrdle de la prise alimentaire, mais un
effet sur les dépenses énergétiques n’est pas exclu. En effet, les neurones POMC contrblent
aussi la thermogenése, qui élimine les surplus de calorie durant les périodes de balance
énergétique positive (phase post-prandiale, par exemple). D’'un autre cbté, la restauration de la
tolérance au glucose n’est pas affectée par le traitement a I’'EndoN, suggérant que le remodelage
synaptique PSA-dépendant n’est pas crucial pour I'homéostasie glucidique. Ainsi la plasticité
hypothalamique PSA-dépendante ne semble agir que sur des fonctions physiologiques
spécifigues comme le contrble de la prise alimentaire. Ces résultats sont surprenants étant

donné le large spectre d’action du systéme a mélanocortine 204,

Il semble que le remodelage synaptique sur les neurones POMC favorise la réponse
homéostatique induite par I'alimentation hypercalorique, avec la réduction progressive de la prise
alimentaire. Ceci se déroule en moins d’'une semaine. Or, il a été montré que le changement des
connexions neuronales hypothalamiques persiste plusieurs mois alors méme lorsque le régime
HFD est maintenu 205, Cependant, dans un cas le poids est maintenu, dans I'autre I'obésité
apparait. Les différentes fins phénotypiques selon les expositions courtes ou longues au régime
HFD peuvent étre liées a une résistance a la leptine observées chez des animaux devenus
obéses par le régime alimentaire, situation dans laquelle les neurones POMC deviennent

insensibles a la leptine, et donc moins actifs en dépit d’un recablage approprié 46 206 207,

Nous avons identifié PSA comme acteur moléculaire nécessaire pour déclencher la
plasticité synaptique induite par I'alimentation sur les neurones POMC. Il faut se rappeler que la
polysialylation est un phénoméne ubiquitaire dans le systéme nerveux, et qui est impliqué dans
de nombreux processus de plasticité hypothalamique 208, Dés lors, PSA n’est probablement pas
un facteur spécifique de la plasticité induite par les conditions nutritionnelles, mais serait plutot
un facteur permissif commun qui pourrait étre recruté dans d’autres phénoménes de plasticité
liés a I'état métabolique, déja décrits ou non 126 134 142 131 De plus selon les analyses
transcriptomiques, d’autres régulateurs des interactions cellulaires et de la synaptogenése
semblent aussi étre impliqués dans le phénoméne de plasticité hypothalamique induite par le
régime gras. D’ailleurs, les protéines syndecan-3 et synaptogamin-4, qui respectivement régulent
les interactions cellulaires et la synaptogenése sont des cibles pharmacologiques prometteuses

dans le traitement de I'obésité et des pathologies associées 209 210,

Les médiateurs biologiques qui déclenchent la plasticité hypothalamique induite par le
régime hyperlipidiqgue n’ont pas été recherchés dans cette étude. Les médiateurs hormonaux

agissant sur le métabolisme et ayant des propriétés neurotrophiques, tels que la leptine, la
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ghréline ou l'insuline peuvent étre aisément suspectés 126 133 142 211 212 213 | g |eptine est un
candidat idéal. En effet, le taux de leptine sanguin augmente rapidement aprés 3 jours de régime
HFD 214, Ceci est cohérent avec I'augmentation du tissu adipeux trouvée dans notre modéle. De
plus, la leptine peut promouvoir la réorganisation synaptique des neurones POMC pour inhiber la
prise alimentaire en plus de son action directe sur 'activité des neurones POMC. La contribution
des nutriments eux méme, ou de leurs métabolites, dans les processus de plasticité doit étre elle
aussi considérée. Par exemple, les dérivés endocannabinoides des graisses alimentaires sont
des composants majeurs de l'axe intestin-cerveau capable d’engendrer des modifications
synaptiques 215 216 217, En revanche les médiateurs du stress qui peuvent aussi stimuler une
plasticité synaptique, ne semblent pas étre impliqués dans notre modéle. En effet, le changement
d’alimentation (condition potentiellement anxiogéne), ne produit pas toujours de surexpression
de PSA, alors que la réexposition au régime HFD (condition devenue familiére et potentiellement

non anxiogéne) déclenche systématiquement une surexpression de PSA.

Puisque la plasticité hypothalamique est un phénoméne conservé a travers les espéces
126 200 218 219 220 |g plasticité hypothalamique induite par I'alimentation observée ici chez la souris
pourrait étre retrouvée dans I'espéce humaine. D’ailleurs, une haploinsuffisance pour le géne
codant le BDNF, facteur permissif typique de la plasticité cérébrale, est associée avec le
développement d’une obésité infantile 221, De plus, deux études génomiques réalisées sur de
larges cohortes de sujets humains ont rapporté une forte association entre un BMI élevé et un
polymorphisme de loci proches de génes exprimés dans le cerveau et impliqués dans le
développement et/ou l'activité cérébrale 222 223, De ce fait, le contréle de la prise alimentaire et
de I'noméostasie énergétique pourrait également impliquer des processus de plasticité

synaptique chez 'Homme.

En conclusion, cette étude apporte des précisions quant aux mécanismes moléculaires
intervenant dans le controle de la prise alimentaire. Nous avons en effet montré (i) que le
systéme a mélanocortine s’adapte trés rapidement aux nouvelles conditions nutritionnelles grace
a une plasticité synaptique, et (ii) que la plasticité synaptique hypothalamique induite par le
régime hypercalorique contrdle la prise alimentaire. L'incapacité a déclencher cette plasticité
adaptative en fonction de I'état métabolique pourrait étre un facteur supplémentaire impliqué

dans I'étiologie de I'obésité et des maladies métaboliques.

73



9. Article 1

Ces travaux ont été publiés dans le journal suivant :

Benani A, Hryhorczuk C, Gouazé A, Fioramonti X, Brenachot X, Guissard C, Krezymon A, Duparc T,
Colom A, Nédélec E, Rigault C, Lemoine A, Gascuel J, Gerardy-Schahn R, Valet P, Knauf C,
Lorsignol A, Pénicaud L. Food Intake Adaptation to Dietary Fat Involves PSA-Dependent Rewiring
of the Arcuate Melanocortin System in Mice. J. Neurosci. 32, 11970-9 (2012).

74



11970 - The Journal of Neuroscience, August 29, 2012 + 32(35):11970-11979

Behavioral/Systems/Cognitive
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PSA-Dependent Rewiring of the Arcuate Melanocortin
System in Mice
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Hormones such as leptin and ghrelin can rapidly rewire hypothalamic feeding circuits when injected into rodent brains. These experimental
manipulations suggest that the hypothalamus might reorganize continually in adulthood to integrate the metabolic status of the whole body. In
this study, we examined whether hypothalamic plasticity occurs in naive animals according to their nutritional conditions. For this purpose, we
fed mice with a short-term high-fat diet (HFD) and assessed brain remodeling through its molecular and functional signature. We found that
HED for 3 d rewired the hypothalamic arcuate nucleus, increasing the anorexigenic tone due to activated pro-opiomelanocortin (POMC) neu-
rons, We identified the polysialic acid molecule (PSA) as a mediator of the diet-induced rewiring of arcuate POMC. Moreover, local pharmaco-
logical inhibition and genetic disruption of the PSA signaling limits the behavioral and metabolic adaptation to HFD, as treated mice failed to
normalize energy intake and showed increased body weight gain after the HED challenge. Altogether, these findings reveal the existence of
physiological hypothalamic rewiring involved in the homeostatic response to dietary fat. Furthermore, defects in the hypothalamic plasticity-

driven adaptive response to HFD are obesogenic and could be involved in the development of metabolic diseases.

Introduction

Some specific brain areas remain “plastic” in adulthood, meaning
that they can undergo functional or morphological remodeling.
The hypothalamus, which ensures coordination of both endo-
crine and autonomic functions, and thus long-term stability of
the inner milieu, can also undergo remodeling. A wide range of
conditions have been shown to induce hypothalamic plasticity,
including external sensory stimulations such as variations in the
photoperiod or ambient temperature, and individual physiolog-
ical fluctuations such as during dehydration, lactation and the
ovarian cycle (Oliet, 2002; Prevot, 2002; Ebling and Barrett,
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2008). In addition, hypothalamic plasticity appears to be a widely
conserved process found in frogs, birds, rodents, and primates.

The involvement of hypothalamic plasticity in the control of
whole-body energy homeostasis emerged as a new concept in
2004 (Pinto etal., 2004). This process seems to be essential and its
impairment could contribute to obesity. In laboratory animals,
rapid rewiring of the hypothalamus can be achieved by using
various experimental procedures, including fasting and hormone
treatments with exogenous hormones such as leptin and ghrelin
(Pinto et al., 2004; Sternson et al., 2005; Andrews et al., 2008;
Yang et al., 2011). Such manipulations produce marked changes
in feeding behavior, which are probably triggered, at least in part,
by the stimulated hormone-dependent reorganization of synapses in
specific hypothalamic neurons (Pinto et al., 2004; Sternson et al.,
2005; Andrews et al., 2008; Yang et al., 2011). Nevertheless, whether
hypothalamic plasticity could play a role in the regulation of food
intake in naive animals according to changes in their nutritional
conditions is still unknown. To address this issue, we explored hy-
pothalamic plasticity in adult mice fed a high-fat diet (HFD) for 1
week.

Materials and Methods

Animals. Protocols that included the manipulation of animals were re-
viewed by our local ethics board and were in strict accordance with
European Community guidelines (directive 86/906). Experiments were
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Table 1. Characteristics of diets indicating energy composition, centesimal
composition, and biochemical analysis of lipid content

Centesimal Energy

composition (%) content (%)

STD HFD STD HFD
Crude protein 16 20 Caloric density (keal/g) 29 4.4
Crude oil 3.1 218 Calories from carbohydrate 609 42.5
Crude fiber 39 3 Calories from fat 224 425
Starch 45.8 28 Calories from protein 167 15
Sugar 3 19
Minerals and vitamins 55 8

performed with 2-month-old male C57BL/6]Ola mice from Harlan Lab-
oratories. The mice were housed individually, and fed a standard pellet-
ized commercial chow diet (A04; Safe) for 1 week after arrival. After
acclimatization, they were fed either the same standard diet (STD) or a
customized highly palatable high-fat diet (Safe). The characteristics of
the diets are given in Table 1. The change of diet was made at 9:00 A.M.
and both the standard and high-fat diet were renewed daily at 9:00 A.M. The
mice had ad libitum access to food and water. Food consumption and body
weight (BW) were measured daily. For metabolic studies by indirect calo-
rimetry, the mice were housed in individual air-tight cages and gas exchanges
were monitored using an air analyzer system (Oxylet; BIOSEB). For tissue
collection, the mice were killed between 9:30 A.M. and 12:00 P.M. Some
experiments used 8- to 10-week-old male transgenic homozygous knock-
out PST-1 mice. These mice had been generated by using targeted mutations
in the ST8SialV gene (Eckhardt et al., 2000).

Bilateral injection into the hypothalamus. The mice were placed in a
stereotaxic frame (David Kopf Instruments) under anesthesia with
0.5-2% isoflurane constant gas inhalation (Forene; Abbott Laborato-
ries). After dermal disinfection with Vetadine solution (Vetoquinol), the
skin and cranial muscles were incised and the skull was exposed. A small
hole was drilled and a needle was inserted to target each ventromedial
hypothalamus nuclei successively using the following coordinates: —1.5
mm posterior to the bregma, 0.4 mm lateral to the sagittal suture, and
—5.6 mm below the skull surface. Endoneuraminidase N (EndoN; Ab-
Cys) or artificial CSF (aCSF; Tocris Bioscience) was injected through a 34
ga blunt needle mounted on a 10 ul syringe (NanoFil device from WPI)
controlled by a micropump (UMP2 from WPI). A volume of 400 nl per
side of both solutions was delivered into the brain parenchyma at rate of
100 nl/min. EndoN-treated mice received 0.28 U per side. After injection,
the needle was maintained for a further 3 min to avoid back leakage.
Finally, the skin was sutured using cyanoacrylate glue. After surgery, the
animals were kept under controlled temperature and rehydrated with
intraperitoneal injections of physiological fluid. The mice were then
housed individually and were allowed 3 d for recovery before the exper-
iment, i.e., before the diet change.

Hypothalamus dissection for gPCR analysis. Once the mice had been
killed, their brains were quickly removed and immersed for 10 min in 2
ml of ice-cold preservative medium (200 mm sucrose, 28 mm NaHCO,,
2.5 mm KCI, 7 mm MgCl,, 1.25 mm NaH,PO,, 0.5 mm CaCl,, 1 mm
L-ascorbate, and 8 mm p-glucose, pH 7.4) complemented with 10%
RNAlater (Ambion). After incubation, the brains were mounted on a
specimen plate using cyanoacrylate adhesive. The brains were then sliced
using a vibratory microtome in a bath containing the chilled preservative
medium with RNAlater. Five 500-pum-thick serial coronal sections per
brain were selected with the assistance of a mouse brain atlas, approxi-
mately from —3.0 to —0.5 to bregma. The slices were individually placed
onto dishes containing 500 ul of RNAlater. For the microdissection of
the hypothalamus nuclei, each slice was placed on a 6% agarose bloc,
covered with 50 ul of RNAlater, and dissected under stereomicroscope
and cold-light illumination, using a scalpel and sharp forceps. The arcu-
ate nucleus (ARC), lateral hypothalamus area, and paraventricular nu-
cleus were collected from two or three specific slices of the five,
depending on their anteroposterior anatomical position. During the dis-
section, the harvested samples were placed on ice in 2 ml centrifuge tubes
containing 50 ul of RNAlater. After removal of the RNAlater, the samples
were finally stored at —80°C.
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RNA extraction and processing. The tissues were lysed and homoge-
nized in 300 pl of lysis buffer (RLT Buffer, Qiagen) using the TissueLyser
system (Qiagen) and 5 mm stainless steel beads (Qiagen). Total RNA was
isolated on spin columns with silica-based membranes (RNeasy Mini Kit,
Qiagen), following the manufacturer’s instructions. DNA digestion was
done directly on the columns. RNA was eluted with 30 pl of H,O. Ali-
quots of each extract (1 pl) were checked for RNA concentration, purity
and integrity with the Experion electrophoresis system (Bio-Rad) and the
Experion RNA StdSens Analysis Kit (Bio-Rad). Total RNAs were then
stored at —80°C. A small amount of purified RNAs (0.2 pug) was reverse-
transcribed in 20 pl of mixture using the High-Capacity cDNA Archive
Kit (Qiagen), as indicated by the manufacturer. Synthesized cDNA were
then stored at —20°C.

qPCR analysis by TagMan low-density array. The low-density array
(LDA) is a 384-well micro-fluidic card on which 384 simultaneous real-
time PCRs can be performed (Applied Biosystems). Each custom card
was configured as 8-sample loading lines containing 48 reaction cham-
bers. Gene-specific exon-spanning primers and TagMan probes were
factory-designed and embedded in each well. Analysis of one hypotha-
lamic sample consisted in loading 100 ul of reaction mixture into one
port of the LDA. The mixture comprised 15 ul of synthesized cDNA
(corresponding to 150 ng of RNA), 50 ul of TagMan Gene Expression
Master Mix (Applied Biosystems), and 35 pl of water. After loading, the
LDA was sealed and centrifuged twice for 2 min at 280 X g. The LDA was
placed in the 384-well block module of a thermal cycler (model 7900HT
Fast Real-Time PCR system, Applied Biosystems). The PCR conditions
were 2 min at 50°C and 10 min at 95°C, followed by 40 cycles of 15 s at
95°C and 1 min at 60°C. Raw fluorescence data were collected through
the PCR using the SDS 2.3 software (Applied Biosystems), which further
generated threshold cycles Ct with automatic determination of both
baseline and threshold. After SDS software-assisted filtering of assays to
discriminate aberrant PCR runs, the assays per hypothalamic area were:
n = 9-12 for STD, n = 6-7 for HFD D1 (day 1), n = 6-7 for HFD D3,
and n = 5-6 for HFD D8, The data were then analyzed with RQ Manager
1.2 software (Applied Biosystems) for relative quantitation. Relative
quantitation of gene expression (RQ) was based on the comparative Ct
method using the equation RQ = 2 22%% where AACt for one gene
target was its own Ct variation subtracted from a calibrator sample and
normalized with an endogenous control. Precisely, polr2a was defined as
the endogenous control after analysis of the most stable housekeeping
gene using geNorm freeware, and one STD sample was arbitrarily chosen
as a calibrator. Graphic representation of results was manually designed
to assign one color for a 10% increment of gene expression relative to the
STD group. Significant variation was noted with an asterisk.

Immunohistochemistry. The mice were anesthetized by intraperitoneal in-
jection of ketamine/xylazine mix and then perfused intracardially with 4%
paraformaldehyde solution. The brains were removed, postfixed at 4°C
overnight, cryoprotected with 30% sucrose for 2 d at 4°C, frozen in isopen-
tane at —60°C, and finally stored at —80°C until use. The hypothalamus was
cut into 30 wm serial sections with a cryostat (Leica). Five sections of the
15-18 harvested sections containing the arcuate nucleus were treated for
immunohistochemistry. The sections were first blocked for 3—4 h and then
incubated overnight at 4°C with anti-PSA (polysialic acid molecule) anti-
body (1:6000, #AbC0019, EuroBio). After washing, the sections were then
incubated in Alexa546-conjugated goat anti-mouse IgM (Invitrogen, 1:400)
for 2 h at room temperature. After further washes, the sections were finally
held with mounting medium and a coverslip.

Image acquisition and analysis. For densitometric analysis, immunola-
beled sections were viewed on a confocal microscope (Leica SP2) under
the 40X oil-immersion objective. Images of an immunostaining run
(one animal of each condition: STD, HFD 1 d, HFD 3 d, HFD 8 d) were
acquired with the same parameters (561 nm laser power, gain and offset
of the photomultiplier). By using Image] software, the intensity of PSA
labeling per section was bilaterally quantified on a selected area corre-
sponding to the arcuate nucleus. Labeling intensity was measured on 5
sections per animal. The dentate gyrus was chosen as the control area. For
the large-field study, sections were observed using an upright light mi-
croscope Axio Imager 2 (Zeiss) equipped with a motorized stage. Entire
brain sections were scanned automatically under the 40X objective.
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Figure1. Energyintake and peripheral metabolism are transiently altered in mice fed HFD for 1 week. A~E, Energy intake (A), plasma triglycerides and free fatty acid levels (B), glucose tolerance

with glucose-induced insulin secretion (GIIS) (€), respiratory exchange ratio (), and adiposity assessed by EchoMRI scan and subcutaneous (scut) and visceral (visc) fat pad weight after dissection
(E) were measured in standard- and HFD-fed mice. D, Day. Data are means == SEM of n = 6 — 8 animals per group. In all panels, groups were compared using Dunnett's test after ANOVA, with STD
mice as the reference, or using the Mann—Whitney test when appropriate. Significant difference at *p < 0.05, **p << 0.01, or ***p << 0,001, respectively.

Large high-resolution images were generated with Axiovision software
and the MosaiX module (Zeiss).

Western blotting. Brains were removed and sliced in PBS using an
acrylic matrix (WPI). The ventromedial hypothalami were dissected
from one slice. Proteins were extracted in RIPA lysis buffer (50 mm
Tris-HCI pH 7.6, 150 mwm NaCl, 1 mm EDTA, 1% NP-40, 0.25% sodium
deoxycholate) supplemented with a protease inhibitor mix (Complete
Mini, Roche), using the TissueLyser system (Qiagen) and 5 mm stainless
steel beads (Qiagen). The homogenates were centrifuged at 5000 X g for
5min, and the supernatants were collected and stored at —80°C until use.
The protein content of brain lysates was determined by the Lowry
method (DC Protein assay kit; Bio-Rad Laboratories). Proteins (10 ug
per lane) were separated by SDS/PAGE using 4-15% precast gels (Mini-
Protean TGX, Bio-Rad Laboratories), and transferred onto 0.2 pm
PVDF membranes (Trans-Blot Turbo mini PVDF transfer pack, Bio-Rad
Laboratories) with the Trans-Blot Turbo system (Bio-Rad Laboratories).
After blocking with 5% nonfat milk in TBST (Tris-buffered saline—
Tween 20; 20 mm Tris, 150 mm NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.6) for 1 h at

room temperature, the membranes were probed at 4°C overnight with
rabbit polyclonal anti-PSA antibody (1:10,000; #AbC0019; Eurobio), di-
luted in TBST with 1% nonfat milk. The blot was rinsed in TBST (3 X 5
min) and was further incubated with HRP-conjugated secondary anti-
body anti-IgG for 1 h (1:10,000 in TBST; #NA931V; GE Healthcare) and
soaked in a luminol-contained mix (ImmunStar WesternC Chemilumi-
nescence kit, Bio-Rad Laboratories). The enhanced chemiluminescent
signal of the blot was detected in a darkroom with a CCD camera
(Molecular Imager Gel Doc XR System; Bio-Rad). The volume of the
bands (i.e., area X intensity) was quantified using Quantity One soft-
ware (Bio-Rad). To ensure equality in the protein loading, the mem-
branes were also probed with a rabbit polyclonal B-actin antibody
(1:10,000; ##MAB1501; Millipore).

Electrophysiological recordings. Brain slices (300 pm) were prepared from
adult POMC-GFP (pro-opiomelanocortin-green fluorescent protein) mice
(6—8 weeks old). The slices were incubated at room temperature in oxygen-
ated extracellular medium containing (in mm): 118 NaCl, 3 KCI, 1 MgCl,, 25
NaHCO,, 1.2 NaH,PO,, 1.5 CaCl,, 5 HEPES, 5 p-glucose, 15 sucrose (300—
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Hypothalami from mice fed an HFD for 1d exhibit the molecular signature of plasticity. 4, Simultaneous quantification of the expression of genes in hypothalamic biopsies using Tagman

low density arrays. B, Representative PSA immunostaining in arcuate nucleus and dentate gyrus of standard- and HFD-fed mice. Scale bar, 100 um. D, Day; ARG, arcuate nucleus; PVN, paraven-
tricular nucleus; LH, lateral hypothalamic area; DG, dentate gyrus. Data are means = SEM. In A and B, groups were compared using Bonferroni's test after ANOVA. Regarding the gene expression

study, individual analysis was conducted for each gene. Significant difference at *p << 0.05.

310 mOsm, pH 7.4) for a recovery period. Once in the recording chamber,
the slices were perfused at 2—3 ml/min with the same extracellular medium.
Viable ARC neurons were viewed using a 40X water-immersion objective
(Nikon) under IR-DIC illumination and an infrared video camera
(Hamamatsu Photonics). GFP-positive neurons were visualized using epi-

fluorescence and specific filter sets (AHF analysentechnik AG). For EPSC
recordings, borosilicate pipettes (4 —6 M{); GC150F-10, Phymep) were filled
with a potassium-gluconate-based solution containing (in mwm): 155 K-
gluconate, 0.1 EGTA, 1 CaCl,, 10 HEPES, 5 KCI, 10 KOH, 4 Mg-ATP, 0.25
Na-GTP (290 mOsm, pH 7.3). The extracellular medium was supplemented
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with picrotoxin (100 pum) to block GABAergic A
[PSCs. For IPSC recordings, pipettes were filled
with a cesium-chloride solution containing (in
mm): 140 CsCl, 3.6 NaCl, 1 MgCl,, 10 HEPES, 0.1
Na,EGTA, 4 Mg-ATP, 0.25 Na-GTP (290
mOsm, pH 7.3). A mixture of 6-cyano-7-nitro-
quinoxaline-2,3-dione (20 pm) and (2 R)-ami-
no-5-phosphonovaleric acid (50 pm) was added

l STD i HFD

to the extracellular medium to block glutamater-
gic currents. Miniature EPSCs and IPSCs were 60 -
isolated and monitored by adding tetrodotoxin
(TTX, 500 nm) to the extracellular solution. The
recordings were made using an Axopatch 1D am-
plifier, digitized using the Digidata 1320A inter-
face and acquired using pClamp 9.2 software
(Molecular Devices). The pipettes and cell capac-
itances were fully compensated. Access resistance
was monitored over the course of the recordings.
Cells were excluded if the access resistance was
>35 M() and/or increased significantly (>20%
of change) during the experiment. Cells were o o
voltage clamped at —60 mV, and sampled at a '
frequency of 10 kHz. Currents were recorded for
at least 5 min. EPSC and IPSC frequency was cal-
culated over a period of at least 150 s using
Clampfit software (Molecular Devices).

Statistical analysis. All data are expressed as
means. Error bars indicate SEM. Multiple
comparisons of groups were performed by a
one-way ANOVA using Prism 4.0 software
(GraphPad Software). Post hoc analyses were
used when main effects reached significance
without any mathematical correction. Before
analysis, Bartlett’s and Shapiro-Wilk’s tests
were applied to check equality of variances and
to evaluate the normality of distribution, re-
spectively. Bonferroni’s, Newman-Keuls’, or
Dunnett’s tests were used to compare groups.
Student’s ¢ test was used when only two groups
(STD vs HFD) were studied. When variances
were significantly different, the Mann-Whitney
test was applied. Significant difference was noted
on the graphic representation when p value was
<0.05, 0.01, or 0.001.
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sentative immunoblot of PSA levels detected in protein extracts from arcuate biopsies collected after STD, CTRL, or HFD feeding. E,

Results

Homeostatic response to HFD feeding
We first characterized the model of short-
term HFD used in this study (see Table 1
for information regarding diets). In 8-week-old mice, feeding
HFD ad libitum rapidly increased energy intake: 0.85 * 0.06
keal/d/g body weight after 24 h versus 0.52 * 0.05 kcal/d/g in
mice maintained on a standard diet. However, this HFD-induced
energy intake was transient and reversed in a week even under the
persistent diet challenge (Fig. 1A; F;,4, = 10.50; p < 0.001 for
HED D1 and p < 0.01 for HFD D3, determined using one-way
ANOVA and Dunnett post hoc test against STD). In other words,
food intake progressively fell after introduction of the HFD and
was stabilized after a week (from 0.18 £ 0.02 to 0.12 * 0.02 g/d/g
body weight). In addition, the ingestion of dietary fat rapidly
caused metabolic impairments such as elevated plasma triglycer-
ide levels, and marked glucose intolerance (Fig. 1B,C) as fully
described by others (Butler et al., 2001; Wang et al., 2001; Pocai et
al,, 2005, 2006). Again, these alterations were reversed in a week.
Finally, a shift in substrate utilization from carbohydrates to lip-
ids was detected after only 24 h on the HFD (STD: 0.86 =+ 0.04;
HED D1: 0.77 % 0.02; Fig. 1D; Fps 0y, = 7.57; p < 0.05 for HFD

PSA levels in arcuate biopsies from STD, CTRL, or HFD fed mice, measured by Western blot. HFD-2x = reexposure to HFD. Data are
means = SEMofn = 9(STD), 5 (HFD), 7 (CTRL), and 7 (HFD-2x). In Cand E, groups were compared using the Mann—Whitney test.
Significant difference at *p << 0.05 or ***p << 0,001, respectively.

D1, HFD D3, and HFD D8, determined using one-way ANOVA
and Dunnett’s post hoc test against STD), and adiposity was in-
creased on the third day (fat mass STD:0.63 & 0.13; fat mass HFD
D3: 1.08 * 0.11 g; Fig. 1 E; p < 0.05 for HED D3, p < 0.001 for
HFD D8, determined using the Mann-Whitney test against
STD), suggesting appropriate nutrient channeling and efficient
storage of the energy overload. We concluded that the mice rap-
idly adapted their eating behavior and metabolism to the hyper-
caloric nutritional condition. Indeed, this model constitutes a
paradigm of homeostatic control in response to dietary fat, as
suggested by Butler et al. (2001).

Molecular signature of brain plasticity is induced in the
hypothalamus after HFD feeding

The adaptive response to sustained external stimuli or durable
physiological modification can be linked to tissue rearrangement
in specific brain areas (Hiibener and Bonhoeffer, 2010; McEwen,
2010). These activity-dependent modifications are based on the co-
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variation was detected in the dentate gyrus
of the hippocampus, the most frequently
described brain area able to undergo
remodeling.

*

Novelty is not sufficient to induce PSA
in the arcuate nucleus

The molecular signature of plasticity that
is detected in the hypothalamus after HFD
feeding could be induced by the change in
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food composition or merely by the stress
linked to the novelty. We therefore tested
whether the replacement of food was suf-
ficient to stimulate PSA expression in the
arcuate nucleus. A standard diet was re-
placed by an isolipidic isocaloric control
(CTRL) diet, whose composition was sim-
* ilar but which differed in appearance, in
8) (6) ) texture, and probably in flavor (Fig.
3 A, B). Introduction of the CTRL diet did
not modify the energy intake of mice (Fig,
3C). One day after feeding with the STD,
HFD or CTRL diet, PSA abundance was

miniature

STD HFD

100pA|_

5s

Figure4.  Arcuate POMC neurons of mice fed an HFD for 3 d are rewired. Postsynaptic excitatory (4) and inhibitory (B) currents
in GFP-tagged POMC neurons from standard mice and mice fed an HFD for 3 d were recorded in a whole-cell voltage-clamp
configuration (holding potential at —60 mV). Representative sample traces (30 5) are given in each panel. Frequencies of spon-
taneous and miniature currents were calculated before and after adding TTX, respectively. Data are means = SEM. Groups were

compared using Student’s t test. Significant difference at *p << 0.05.

ordinated regulation of mRNA expression (Bramham and Wells,
2007) and protein synthesis (Cajigas et al., 2010). To determine
whether HFD feeding induces plasticity within the hypothalamus,
we measured the relative expression of several permissive factors of
brain plasticity in dissected hypothalamic areas (i.e., arcuate nucleus,
paraventricular nucleus and lateral hypothalamus) using low-
density arrays. Screening was performed after 1, 3, and 8 d of HFD
feeding. Compared with standard-diet-fed mice, nRNA abundance
of a cluster of plasticity markers (n = 10) was significantly increased
in biopsies from HFD-fed mice (from 10 to 40%) (Fig. 2 A; statistical
significance determined using one-way ANOVA and Bonferroni
post hoc test, or using Mann—-Whitney test when variances were un-
equal). This change was rapid and transient, occurring after 1 and 3 d
of HED feeding, and was mostly located in the arcuate nucleus. We
found upregulation of ncaml, nrpl, tnc, snap25, syp, syt4, suggesting
that HFD modified cell interactions and induced synaptogenesis. By
contrast, expression of gap43, serpinel, mmp9, or plau was not af-
fected suggesting no change in axonal sprouting. Changes in cell
interactions can be mediated by the polysialic acid (PSA) mole-
cule (Rutishauser, 2008). PSA is a cell-surface glycan with a large
hydrated volume that modulates distances between cells. Basically,
the attachment of PSA to membrane proteins, such as the neural
cell-adhesion molecule (NCAM), promotes synaptic reorganization
and other plasticity-related events by weakening cell-to-cell interac-
tions. We therefore examined levels of PSA in adult brains from
standard- and HFD-fed mice. The brains were fixed, sectioned and
analyzed for the abundance of PSA by immunohistochemistry. A
twofold increase in arcuate PSA immunoreactivity was calculated
from optical sections acquired by confocal laser scanning micro-
scope (Fig. 2B; F354 = 4.67; p < 0.05 for HFD D1, determined
using one-way ANOVA and Bonferroni post hoc test), whereas no

spontaneous

measured in protein extracts from arcuate
nuclei by Western blot (Fig. 3D). Again,
the HFD for 1 dincreased PSA levelsin the
arcuate nucleus (Fig. 3E; p < 0.05, deter-
mined using the Mann-Whitney test
against STD). By contrast, the CTRL diet
did not modify the PSA level. Moreover,
after 6 d on the STD diet, 24 h of reexpo-
sure to the HFD still increased energy in-
take (Fig. 3C; p < 0.001, determined using the Mann—Whitney
test against STD), and increased the PSA level in arcuate biopsies
(Fig. 3E; p < 0.05, determined using the Mann—Whitney test
against STD). Together, these results indicate that novelty in food
conditions alone is not sufficient to increase PSA levels in the
hypothalamus.

miniature

HEFD feeding for 3 d induces arcuate POMC neuron rewiring

The melanocortin system in the CNS plays a fundamental role in
the regulation of energy homeostasis by producing anorexigenic
effects when stimulated (Cone, 2005; Berthoud and Morrison,
2008). The response controlled by POMC neurons is actually
defined by their intrinsic neuronal activity and synaptic inputs.
Interestingly, these inputs can be rapidly rewired (Pinto et al,,
2004; Sternson et al., 2005). To investigate whether the HFD
challenge could affect presynaptic inputs on arcuate POMC neu-
rons, we recorded the frequencies of spontaneous and miniature
postsynaptic currents (sPSCs and mPSCs) in arcuate GFP-tagged
POMC neurons held in the whole-cell voltage-clamp configura-
tion, using brain slices from mice fed either a standard diet or
HFD for 3 d. We found an increase in the frequency of sponta-
neous EPSCs (sEPSCs) on arcuate POMC neurons in HFD mice
(STD: 2.12 + 0.55 Hz; HFD: 4.63 * 0.87 Hz; Fig. 4A; p < 0.05,
determined using  test). By contrast, the frequency of spontane-
ous IPSCs was decreased in HFD fed mice (STD: 1.47 & 0.17 Hz;
HFD: 0.86 = 0.17 Hz; Fig. 4 B; p < 0.05, determined using f test).
We also quantified the frequency of mPSCs arising from sponta-
neous vesicle fusion by using TTX to block all action potential-
driven PSCs. The quantification of mPSC frequency gives an
indirect estimation of the number of synapses onto postsynaptic
neurons. Miniature EPSC (mEPSCs) frequency was increased
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after HFD feeding whereas miniature A Time (days) B

IPSC (mIPSCs) frequency was not T P e kel g
changed (mEPSCs: STD: 0.81 % 0.16 Hz 4 4 Y o i )‘7 \

vs HED: 2.66 * 0.57 Hz; mIPSCs: STD: EndoN injection  HFD Food intake Blood I Y

0.76 £ 0.14 Hz vs HFD: 0.80 = 0.26 Hz; (0,28 units per & body weight  sampling, J“ ’
Fig. 4A,B; p = 0.05, determined using ¢ VMH) measurement & OGTT ..
test). No significant differences were ob- — - —

served in th%: amplitude of either sPSCs or w il \fﬂh : ‘HFD oAl LHED DS 2 Snooh
mPSCs after the HFD challenge (sPSCs: LA : gt ) (_:,. = ’ ;*;\,"'\‘5 ] ]
STD: 18.25 * 1.49 vs HFD 17.32 £ 3.77 LR / »’ A 'S §!
pA; mPSCs: STD: 11.19 + 0.87 vs HFD ' o " ﬁ v‘ " f " 4
11.54 = 0.72 pA) (p > 0.05, determined ? L y

using a f test). Together, these data suggest
the reorganization of synapses onto arcu-
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increasing the excitatory inputs on these 101 —o— STD+veh *kok v
cells. A higher anorexigenic tone from O ST EREH 10 4 >k —
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" s . 084 @ e D issss HFD + EndoN 8 4 — *%
progressive decrease in energy intake ob- (18) —
served after HFD introduction. 6 (19) (18)

(20) (18)
PSA is required for POMC rewiring and S 1. (19
the homeostatic response to dietary fat 2] (20) (18)
We next examined the role of PSA in diet-
induced hypothalamic plasticity using the 4= 0-
. . . 10 EndoN - + - + EndoN - + - +
enzyme EndoN, which specifically re- Time (d)
moves PSA residues from NCAM iso- e HeE) Sl HER
ff)rms (Ylmr et dl, 1984). We injected F Blood glucose (mM) AUC (au) GIIS (uU/mi)
EndoN bilaterally into the ventral hypo-
thalamus by stereotaxy. Three days after 2517 —e—STD+weh  490] 1= —
surgery, the mice were fed a standard or an ---0-=- ﬁ;‘;* E"':"N — 100 —=—
< . . . . * *
HEFD. Microscopic observation of brains 201 ---o.--- WD+ Enon 3001 M —
3 d after surgery revealed that EndoN to- 9 ——o—— HFDpf+EndoN o 01 =
~ . ) . \
tally removed PSA immunoreactivity in 200 4 60
the whole hypothalamus of HFD-fed mice
(Fig. 5B). The EndoN-induced PSA wash- 401
: - 100 4

out persisted for at least 1 week. EndoN 20
injection fully inhibited the increase in the

o 3 Q 5 rrrrrrrrrrraa 1 0. 0'
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uninjected mice fed an HFD for 3 d (sEP-
SCs: 1.49 * 0.51 Hz; mEPSCs: 0.65 * 0.12
Hz) (p < 0.05, determined using a f test).
To investigate whether diet-induced
POMC rewiring was involved in the
maintenance of energy balance, we quan-
tified energy intake in EndoN-treated an-
imals. Mice receiving either vehicle or
EndoN maintained a constant energy in-
take when fed a standard diet (=0.50 kcal/d/g; Fig. 5C). As before,
energy intake was increased in mice fed an HFD for 1 d in both
treatments, reaching 0.80 kcal/d/g approximately. However,
mice receiving EndoN were still overfed after 1 week on the HFD
and their cumulative energy intake was higher (+9.2%) than that
of vehicle-treated mice (Fig. 5D; F5 5, = 59.68; p < 0.001, de-
termined using one-way ANOVA and Newman—Keuls post hoc
test). Moreover, EndoN-treated mice displayed a greater body
weight gain after 1 week (HFD+EndoN: 1.52 £ 0.19 g;
HFD +vehicle: 0.90 £ 0.14 g; Fig. 5E; F5 7, = 13.95; p < 0.01,
determined using one-way ANOVA and Newman—Keuls post hoc
test). Despite this, EndoN treatment did not directly affect glu-
cose tolerance (Fig. 5F). As before (Fig. 1B), glucose tolerance
was not totally recovered after HFD feeding for 8 d. EndoN did

Figure 5.

PSA removal in the hypothalamus impairs the homeostatic control of energy intake after HFD introduction. A, Experimental
paradigm to remove PSA in the hypothalamus and assess energy balance in mice fed an HFD or not. B, Pictures show representative brain
sections with a complete washout of PSA immunoreactivity after endoneuraminidase injection. Scale bar, 2 mm. (=F, Energy intake (C),
cumulative energy intake (D), body weight gain (), and glucose tolerance, with glucose-induced insulin secretion (F) of standard- and
HFD-fed mice receiving or nota bilateral injection of EndoN into the hypothalamus 3 d before HFD introduction. D, Day; veh, vehicle; HFDpf,
high fatdiet, pair fed; AUC, area under curve; GIIS, glucose-induced insulin secretion. Data are means == SEM. Groups were compared using
the Newman-Keuls test after ANOVA. Significant difference at *p << 0.05, **p << 0.01, or ***p << 0.001, respectively.

not alter glucose tolerance in STD mice. In HFD-fed mice, En-
doN treatment produced a minor but nonsignificant increase in
glucose intolerance. This slight effect was probably due to the
EndoN-induced increase in dietary fat ingestion, because toler-
ance values were similar when EndoN-treated HFD-fed animals
were pair-fed with the HFD-veh group.

To further assess the role of PSA in the regulation of energy
intake, we compared physiological responses to HFD in wild-
type and PST-1 knock-out mice (St8sia4 ' ). These mice lack
the ST8SialV (or PST-1) enzyme, a polysialyltransferase respon-
sible for the addition of PSA to NCAM (Eckhardt etal., 2000). No
increase in arcuate PSA immunoreactivity was detected in adult
mutant mice after HFD introduction (Fig. 6A). In wild-type and
mutant mice, daily energy intake was identical (0.53 * 0.03 kcal/
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2012), hypothalamic cell renewal might also
contribute to the homeostatic response to
dietary fat. Therefore the homeostatic con-
trol of energy balance is surely consolidated
by a combination of several plasticity-
related processes from rapid pharmacologi-
cal to slower morphological changes.
Unfortunately, all of these brain safety
mechanisms are obviously overtaken when
the calorific pressure is sustained.
Interestingly, the molecular screening
of plastic events in the hypothalamus of
HFD mice using low-density arrays sug-
gests a brief and arcuate-specific modifi-
cation in cell interactions. Although the

Student'st test.

d/g; Fig. 6 B). Moreover, energy intake of wild-type and mutant
mice increased similarly on day 1 after HFD introduction (0,73 *
0.03 and 0,75 =+ 0.05 kcal/d/g, respectively). However, in mutant
mice the return to basal level took 1 d longer than in wild-type
mice. Consequently, the cumulative energy intake was increased
by 8.6% in mutant mice fed for 5 d with HFD compared with
their wild-type littermates (wild-type: 2.95 % 0.09 kcal/g, KO:
3.20 = 0.07 keal/g; p < 0.05, determined using ¢ test). Body
weight gain of HFD-fed mutant mice was not significantly in-
creased (wild-type: 0.38 * 0.22 g, KO: 0.69 = 0.14 g), probably
exposure to the HFD was too short. These results demonstrate
that the PST1 enzyme plays a role in the behavioral adaptation to
HEFD.

Discussion
Hypothalamic plasticity could be defined as an adaptive process
aimed at integrating changes in environmental conditions and
physiological states (Oliet, 2002; Prevot, 2002; Ebling and Barrett,
2008). Here, we report that a change of diet is another situation
leading to hypothalamic neuronal network rewiring. Indeed, per-
sistent fat ingestion increases the frequency of miniature excit-
atory postsynapic currents in POMC neurons, which strongly
suggests a synaptic reorganization on these cells (Pinto et al.,
2004). In this study, we did not find the causative link between
these electrophysiological data and the modification of food in-
take after HFD introduction, which requires inducible and tar-
geted inhibition of PSA-mediated synaptogenesis in POMC cells.
However, (1) PSA overexpression precedes behavioral changes,
(2) both, HFD-induced POMC rewiring and the progressive res-
toration of energy intake are EndoN sensitive, and (3) anorexi-
genic POMC neurons are thought to be involved in adaptive
homeostatic processes that maintain energy homeostasis (Cone,
2005). As a result, the HFD-induced PSA-dependent POMC re-
wiring could explain the homeostatic response to dietary fat.
Although the role of the melanocortin system in the adapta-
tion of food intake in response to variations in nutritional con-
ditions has been already proposed (Butler et al., 2001; Pillot et al.,
2011), synaptic reorganization on arcuate POMC neurons now
has to be considered a key component in the physiological feed-
back. Nevertheless, we cannot exclude either a synergic effect due
to mirror synaptic rewiring of orexigenic cells, NPY/AgRP neurons
for instance. Additional defenses against metabolic imbalance also
involve nonsynaptic mechanisms, such as the HFD-stimulated up-
regulation of POMC expression (Ziotopoulou et al., 2000). As cell
turn-over in feeding circuits is inhibited in obese mice (McNay et al.,

melanocortin system is a widespread neu-
ronal network, diet-induced synaptic
plasticity seems to affect arcuate, probably
first-order, neurons only. Therefore,
downstream targets of arcuate POMC or AgRP neurons such as
paraventricular MC4R-positive neurons, which are crucial in the
homeostatic response to dietary fat (Butler et al., 2001), could
relay the increased anorexigenic tone from the arcuate nucleus
without particular synaptic remodeling.

In this article, we report a PSA-dependent control of body
weight. The obesogenic effect of EndoN could be linked to an
alteration in food intake regulation, but an effect on energy ex-
penditure is not excluded either. Indeed, POMC neurons also
govern “facultative” thermogenesis, which burns off excess calo-
ries during times of plenty. On the other hand, the restoration of
glucose tolerance is not EndoN sensitive, suggesting that PSA-
dependent neuronal rewiring is not crucial to maintain glucose
homeostasis. Thus, PSA-dependent hypothalamic plasticity ap-
pears to act on specific physiological responses such as the regu-
lation of food intake. This was unexpected, given the broad
spectrum of action of the melanocortin system on peripheral
metabolism (Mountjoy, 2010). However, to our knowledge, hor-
monal stimulation of POMC neuron rewiring does not alter glu-
cose homeostasis either.

It appears that synaptic activity on POMC neurons promotes
a homeostatic response to dietary fat ingestion, i.e., the progres-
sive reduction of food intake over a week. The change in hypo-
thalamic neuron connectivity persists for several months even
though the HFD continues (Horvath et al., 2010). However, the
different outcomes in short- and long-term exposure to HFD
could be linked to leptin resistance in diet-induced obese ani-
mals, a situation in which elevated leptin levels no longer sustain
POMC neuronal firing (Cowley et al., 2001; Enriori et al., 2007;
Diano et al., 2011).

We identified PSA as a downstream actor required for the
diet-induced rewiring of POMC neurons. Polysialylation is a
ubiquitous mechanism found in several hypothalamic processes
that involve modifications in cell interactions (Theodosis et al.,
1991). Therefore, it is probably not specific to the diet-dependent
synaptic plasticity of arcuate POMC neurons. Rather, it could be
considered a common permissive process that might be recruited
in other previously described hormone-dependent rewiring of
these neurons (Pinto et al., 2004; Gao et al., 2007; Gyengesi et al.,
2010; Yang et al., 2011). In addition, according to the transcrip-
tomic assay, other regulators of dynamic cell interactions and
synaptogenesis might also be involved in diet-induced hypotha-
lamic plasticity. Indeed, syndecan-3 and synaptotagmin-4 are
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promising targets to control obesity and related diseases (Strader
et al., 2004; Zhang et al., 2011).

Biological mediators that promote diet-induced hypotha-
lamic plasticity have not been investigated in this study, but one
can easily speculate that metabolic hormones, which act on the
energy metabolism through their neurotrophic properties, might
be involved in this physiological mechanism (Pinto et al., 2004;
Abizaid et al., 2006; Coppola et al., 2007; Andrews et al., 2008;
Chiu and Cline, 2010; Yang et al., 2011). Leptin is one of the
putative candidates. Blood leptin levels promptly increased after
3 d of HFD (Wang et al., 2001). This is consistent with the fat
mass expansion detected in our model. Therefore, leptin could
promote the synaptic reorganization of POMC neurons to in-
hibit food intake in addition to its direct stimulating effect on
POMC neuronal activity. The contribution of nutrients them-
selves and/or their metabolites in this process should be consid-
ered too. For instance, dietary fat-derived endocannabinoids are
major components of the gut-brain axis and can engender syn-
aptic alterations in the brain (Crosby et al., 2011; Lafourcade et
al,, 2011; Bermudez-Silva et al.,, 2012). On the other hand, it
seems that stress-related signals are not involved in diet-induced
hypothalamic plasticity because familiar conditions, like reex-
posure to HFD, still produced upregulation of the plasticity
marker PSA, whereas food novelty was not sufficient to induce
this response.

Since hypothalamic plasticity appears to be a widely conserved
process (Peinado et al., 2002; Pinto et al., 2004; Ebling and Bar-
rett, 2008; Appelbaum et al., 2010; Baroncini et al., 2010), diet-
induced hypothalamic plasticity could be present in humans as
well. Indeed, haploinsufficiency of BDNF, the typical permissive
factor of brain plasticity, is associated with childhood-onset obe-
sity (Han et al,, 2008). Furthermore, two recent genome-wide
association studies of large human cohorts have reported a strong
association between a high body-mass index and polymorphic
loci whose neighboring genes are highly expressed in the brain
and appear to be involved in neuronal development and/or ac-
tivity (Thorleifsson et al., 2009; Willer et al., 2009). Thus, these
studies highlight the crucial role that brain plasticity may play in
regulating food intake and energy homeostasis in humans as well.

In conclusion, our findings bring new insights into the regu-
lation of food intake. We show that the melanocortin system
quickly adapts to the ingested food. Diet-induced rewiring of
POMC neurons produces effects on energy intake. Inability to
initiate diet-induced hypothalamic plasticity is obesogenic
and could therefore be a new factor in the etiology of meta-
bolic diseases.
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Objectif 2 : évaluer les effets d’'un défaut de plasticité

hypothalamique dans un modéle d’obésité

Nous avons identifié PSA dans la premiére partie de ce travail comme un facteur
permissif de la réorganisation synaptique du systéme a mélanocortine en fonction des conditions
nutritionnelles. L’augmentation de la sialylation dans le noyau arqué est nécessaire pour la mise
en place de la réponse homéostatique et le contrble de la prise alimentaire face a une charge

calorique importante.

Nous émettons I’hypothése qu’une faible capacité a réorganiser les circuits neuronaux de
la prise alimentaire a cause d’un faible taux hypothalamique de PSA peut rendre vulnérable a
I'obésité induite par régime hypercalorique. Pour tester cette hypothése, nous avons d’abord
évalué le lien préexistant entre les différences interindividuelles de taux de PSA
intrahypothalamique et la vulnérabilité a I'obésité nutritionnelle. Ensuite, nous avons recherché si
une déplétion chronique de PSA dans I'hypothalamus était suffisante pour augmenter la
vulnérabilité a I'obésité nutritionnelle. Ces approches ont été basées sur I'injection chronique
d’EndoN et une extinction génique de la polysailyltransférase-1 (PST-1) dans I’hypothalamus de

souris adultes sauvages.
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1. Différen

Comme décrit précédemment et d’aprés le « Mouse Phenome Database » du Jackson

Laboratory, la prise énergétique en régime standard d'une souris male de 8 semaines est

d’environ 0,5

hypercalorique provoque une hyperphagie transitoire chez la plupart des souris, correspondant a
une prise énergétique élevée pendant quelques jours 81 224 225 Dans cette étude, le pic de prise
énergétique apres l'introduction du régime HFD est apparu dés le premier jour et était de 0,83 +

0,03 kcal/g poids corporel. Il a fallu attendre deux semaines pour observer la normalisation de la

ces interindividuelles de réponse homéostatique au HFD

kcal normalisée a son propre poids. L’introduction d’une alimentation

prise énergétique (Figure 28).
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Figure 28 : Normalisation de la prise alimentaire aprés introduction de HFD

Prise énergétique moyenne aprés l'introduction du régime HFD de 31 souris males de 8

semaines.

*p<0,05;**p<0,01;***p<0,001. ANOVA one-way mesures répétées

et test de Dunnett post-hoc vs Jour O. n = 31. Moyenne + SEM.
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Cependant, la réponse homéostatique au HFD a été extrémement variable selon les
souris. La période de surconsommation énergétique pouvant varier de deux jours a deux
semaines selon les souris. La Figure 29 représente la prise énergétique des 31 souris sur une

semaine.

Energy Intake
(Keal/day/g of BW)

o

0 1 2 3 4 Y 6 Fi 8
Figure 29 : Prise énergétique individuelle aprés I'introduction du régime

En conséquence, la prise énergétique cumulée sur une semaine sous régime HFD,
nommeée par la suite « réponse comportementale », a varié énormément entre les souris : de 3,96
a 6,92 kcal/g poids corporel (Figure 30). Nous avons scindé en deux groupes I'ensemble des
souris selon la médiane de la réponse comportementale. Les souris avec une grande réponse
sont dites «intolérantes» au régime HFD et celles avec une faible réponse sont dites

« tolérantes » au régime gras.
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Figure 30 : Création des groupes « intolérant » et « tolérant »

La prise énergétique cumulée des souris sur une semaine est mesurée (réponse
comportementale). Les groupes sont créés par la médiane de la réponse (ligne séparatrice noire),
de maniére a avoir la moitié des individus de part et d’autre de la médiane. Ceux au-dessus sont

nommeés « intolérant », ceux en dessous « tolérant ».
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De ce fait, les souris intolérantes au régime gras ont ingéré plus de calories et ont eu une
réponse comportementale significativement plus grande que les souris tolérantes (Figure 31A).
Les deux groupes étaient initialement non distinguables sur la base de la prise énergétique en
régime standard ou sur le poids (Figure 31B et 31C). Aprés ségrégation, nous avons remarqué
gue les souris tolérantes ont normalisé leur prise énergétique en 2 jours seulement aprés
I'introduction du régime HFD, tandis que les souris intolérantes I'ont normalisé aprés 10 jours
(Figure 31D et 31E). A posteriori, nous avons observé qu’aprés deux semaines de régime HFD, la
prise énergétique était similaire entre les deux groupes, avec une chute progressive dans le
temps (Figure 30E). Cependant, si I'on regarde la prise énergétique non normalisée au poids, on
remarque que les souris intolérantes ont présenté des augmentations sporadiques de la prise
énergétique apres 5 semaines de régime HFD (Figure 32). De plus, la prise énergétique cumulée
sur 3 mois de HFD a été plus importante chez les souris intolérantes (Figure 33). En outre, la
mesure du poids des souris a révélé une augmentation plus importante du poids des souris
intolérantes aprés 8 semaines de régime HFD comparé aux souris tolérantes (Figure 31F). De ce
fait, le gain de poids a été plus important chez les souris intolérantes que chez les souris

tolérantes aprés 3 mois de régime HFD (Figure 31G).
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(A) Aprés une semaine de HFD, les souris ont été séparées par la médiane sur la base de leur prise

énergétique cumulée, « réponse comportementale », en tolérantes (gris) et intolérantes (rouge). *** p

< 0.0001; Test de Mann Whitney. (B) Prise énergétique sur une journée en régime standard, (C) Poids

des souris avant I'exposition au régime HFD, (D) Prise énergétique sur une semaine en régime HFD,

Souris tolérantes # p < 0,05 et Souris intolérantes ** p < 0,01 ANOVA one-way mesures répétées et

test de Dunnett post-hoc vs Jour O. (E) Prise énergétique sur 3 mois en régime HFD. *** p <0,001

two-way ANOVA et test de Bonferroni post-hoc (F) Evolution du poids en régime HFD, * p <0,05; ** p

<0,01 two-way ANOVA et test de Bonferroni post-hoc (G) Gain de poids aprés 3 mois de régime HFD.

**+* n < 0,001 test Mann Whitney. n tolérantes = 16, n intolérantes = 15. Moyennes + SEM.
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Figure 32 : Consommation calorique journaliére des souris tolérantes et intolérantes sur 3 mois de régime HFD

Rouge : consommation calorique des souris intolérantes, gris : consommation calorique des souris tolérantes.
L’ensemble des mesures est réalisé sur 3 mois. * p <0,05; ** p <0,01 two-way; *** < p 0,001 ANOVA et test

de Bonferroni post-hoc. n tolérantes = 16, n intolérantes = 15. Moyennes + SEM.
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Figure 33 : Calories consommeées pendant 3 mois de régime HFD

Total energy Infake
(Keal)

1

Totale des calories consommeées par les souris pendant les 3 mois de régime HFD.
Gris : souris tolérantes, Rouge : souris intolérantes. ** p < 0,01 Test Mann Whitney. n

tolérantes = 16, n intolérantes = 15. Moyennes + SEM.
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Il est important de noter que le poids corporel des souris aprés 3 mois de régime HFD
était corrélé positivement avec la réponse comportementale observée dés une semaine
d’exposition (Figure 34A). En revanche, cette corrélation n’a pas été retrouvée avec la prise
énergétique en régime standard, ou avec la prise énergétique a terme aprés 3 mois de HFD
(Figure 34B et C). Ces résultats indiquent que la réponse comportementale dés une semaine de
régime HFD est prédictive du gain de poids observé 3 mois aprés I'exposition au HFD, alors que la

prise énergétique en régime standard ou a terme en HFD, ne I'est pas.
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Figure 34 : Corrélation entre la réponse comportementale et certains paramétres métaboliques
Gris : souris tolérantes, Rouge : souris intolérantes. Les corrélations sont des régressions linéaires entre
tous les points. (A) Corrélation entre la réponse comportementale aprés une semaine de HFD et le gain de
poids a terme. (B) Corrélation entre la prise énergétique basale en régime standard et le gain de poids a
terme. (C) Corrélation entre la prise énergétique a terme aprés 3 mois de HFD et le gain de poids a terme. n

tolérantes = 16, n intolérantes = 15.
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2. Les différentes réponses comportementales sont liées au taux

hypothalamique de PSA

Comme montré dans la premiére partie de ce travail, PSA, est impliqué dans la plasticité
synaptique des circuits de la prise alimentaire de I’hypothalamus. Cette plasticité est stimulée par
I'alimentation hypercalorique et est nécessaire a [|'établissement d'une réponse
comportementale adaptée. Nous avons émis I'hypothése que l'adaptabilité au régime gras,
pouvait étre fonction de la capacité de plasticité synaptique individuelle par le niveau de PSA
hypothalamique. Pour vérifier cela, nous avons étudié les taux de PSA hypothalamiques
constitutifs dans une autre cohorte de souris ségrégées en fonction de leur vulnérabilité au
surpoids, caractére qui a été préalablement déterminé sur la base des réponses
comportementales aiglies au régime gras. Aprés 8 jours de régime HFD et identification de la
tolérance au régime gras, le taux de PSA a été mesuré dans des biopsies d’hypothalamus
médiobasal par ELISA. Les souris intolérantes ont présenté de plus faibles quantités de PSA dans
I’hypothalamus que les souris tolérantes (respectivement 684,7 + 59,4 ng/mg protéines vs
505,9 + 27,1 ng/mg protéines. Ceci suggere que les souris intolérantes ont de plus faibles
capacités a déclencher des événements de plasticité synaptique PSA-NCAM dépendants (Figure
35).

1000+

50+

PEA, lavel
(ng/mg of profeln)

Figure 35 : Quantité de PS ques des souris tolérantes et

Gris : souris tolérantes, rouges : nicuiciuinvo. Leo yuunuwo ue PSA sont rapportées aux quantités

de protéines totales dans les échantillons. * p < 0,05 Test Mann Whitney. n tolérantes = 7, n

intolérantes = 7. Moyennes + SEM.
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3. La suppression de PSA dans I’hypothalamus accélére le développement de

I’obésité

La vulnérabilité a I'obésité semble étre liée a des niveaux de sialylation différents dans
I’hypothalamus. Nous avons voulu savoir s'il existait un lien causal entre ces deux paramétres.
Pour évaluer ce lien, nous avons déplété PSA dans I'hypothalamus de maniére chronique et
observé la vulnérabilité a I'obésité des souris face au régime gras. Ainsi nous avons supprimé
PSA de I'hypothalamus par injections hebdomadaires bilatérales d’EndoN (0,4uL/cété; 0,28
unités/coté) chez des souris males de 8 semaines et avons nourri ces souris avec du HFD
pendant 1 mois (Figure 36A). L'efficacité du traitement a 'EndoN a été recherché, par des
analyses post, et montre une réduction de 80-90 % du niveau PSA dans I’hypothalamus
médiobasal (Figure 36B). Il est intéressant de noter que le taux de PSA dans I’hypothalamus
semble diminuer avec I'exposition au régime HFD (p < 0,051). Le traitement intrahypothalamique
chronique a I'EndoN n’a pas modifié le poids corporel des souris sous régime standard (STD
EndoN), en comparaison au groupe contrdle (STD aCSF). Cependant, la déplétion chronique de
PSA dans I’hypothalamus a provoqué un gain de poids et une masse grasse supérieurs lorsque
les souris ont été nourries en HFD (HFD EndoN) en comparaison aux souris injectées avec le
véhicule (HFD aCSF) (Figure 35C, D et E). En conclusion, la suppression de PSA dans

I’hypothalamus a accéléeré le développement de I'obésité.
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Figure 36 : La suppression de PSA dans I’hypothalamus accélére le développement de I'obésité

(A) Protocole d’injection chronique d’EndoN dans I’hypothalamus médiobasal. (B) Effet du traitement
a I’EndoN sur les niveaux de PSA dans I’hypothalamus. n = 4 STD/aCSF; n = 5 STD/endoN; n = 5
HFD/aCSF; n = 6 HFD/endoN. (C) Evolution du poids corporel des souris injectées a I'EndoN ou a
I’'aCSF nourries en STD ou HFD. n = 10 STD/aCSF; n = 9 STD/endoN; n = 13 HFD/aCSF; n = 14
HFD/endoN. (D) Gain de poids des souris traitées a I'EndoN ou a I'aCSF aprés 1 mois de régime STD
ou HFD. (E) Adiposité mesurée par echoMRI des souris traitées a I’EndoN ou a I'aCSF aprés 1 mois
de régime STD ou HFD. (B), (D) et (E) * p < 0,05 ** p < 0,01, *** p < 0,001 Test Mann-Whitney. (C)
**p < 0,01, *** p < 0,001 ANOVA two ways et test post hoc de Bonferroni comparé a HFD / aCSF.
Moyennes + SEM.
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4. Une réduction partielle de la polysialylation de I’hypothalamus accélére le

développement de I'obésité

Pour réduire partiellement le niveau de PSA dans le MBH, nous avons entrepris de
diminuer I'expression de PST-1, la sialyltransferase prédominante dans le cerveau adulte 154 155,
Nous avons utilisé des ARN interférant via des vecteurs lentiviraux pour éteindre spécifiquement
I'expression de PST-1 dans I’hypothalamus de souris adultes. Les souris controles recoivent un
vecteur contenant une séquence shRNA ne ciblant aucun ARN spécifique chez les mammiféres.
L’injection bilatérale dans le parenchyme du MBH (0,4ulL/coté ; 2.10° unités/mL) de vecteurs
lentiviraux contenant le shRNA réduit de 21% I'expression des ARN messagers de Pstl 3
semaines apres I'opération, comparé aux souris controle (Figure 37A). Ces souris seront appelées
par la suite PST-1 knockdown (KD), désignées comme PST-1 KDMBH, Chez ces animaux,
I'expression de Pst2, Ncam et Gne n’a pas été altérée (Figure 37A), indiquant que l'interférence
ARN produisant le knockdown de PST-1 a été spécifique et n’a pas modifié I'expression d’autres
genes impliqués dans la voie de signalisation de PSA. Nous avons recherché par la suite si une
réduction de la polysialylation de I’hypothalamus pouvait augmenter la vulnérabilité au
développement de I'obésité. Pour cela, nous avons généré une deuxiéme cohorte de souris PST-1
KDMBH que nous avons nourri en régime HFD pendant 2 mois. Chez ces souris, I'efficacité du
knockdown a été déterminée par des analyses du taux de PSA sur biopsies hypothalamiques post
mortem. Seules les souris avec plus de 5 % de réduction de PSA dans I’hypothalamus ont été
retenues dans I'étude, considérant qu’en dessous nous avons échoué a cibler le MBH. Aprés
criblage, nous avons détecté une baisse significative de 25.7 % du taux de PSA dans le MBH des
souris PST-1 K DVBH comparées aux souris contrbles (Figure 37B). Le suivi du poids a montré que
les souris PST-1 KDMBH ont grossi progressivement pendant les 2 mois de HFD (Figure 37C). Le
gain de poids et I'adiposité des souris PST-1 KDMBH a été significativement augmenté (Figure
37D et E). L’ensemble de ces données montre qu'une polysialylation limitée dans le MBH est

suffisante pour accélérer le développement de I'obésité.
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Figure 37 La réduction de PSA dans I'hypothalamus augmente le gain de poids sous HFD

(A) Effet de l'interférence ARN par les vecteurs lentiviraux sur les genes impliqués dans la voie de
signalisation de PSA, réalisé par RT-qPCR sur des extraits de MBH de souris en régime STD ; * < p
0,05 test t student; n = 4 contréle ; n = 5 PST-1 KDVBH, (B) Niveau de PSA dans le MBH des souris
PST-1 KDMBH et contréle, nourries 2 mois en HFD ; * < p 0,05 test t student; n = 9 contréle; n =9
PST-1 KDMBH, (C) Poids PST-1 KDMBH et contréle nourries 2 mois en HFD. * p < 0,05; ** < p 0,01;
**+% p < 0,001 ANOVA two et test de Bonferroni post hoc. (D) Gain de poids PST-1 KDVBH et contréle
nourries 2 mois en HFD. *** p < 0,001 test t student. (E) Adiposité PST-1 KDMBH et contrdle nourries
2 mois en HFD. *** p < 0,001 test t student. Moyennes + SEM
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5. Discussion

D’intenses efforts ont été réalisés pour rechercher les bases moléculaires de la
prédisposition a I'obésité et aux pathologies associées, avec comme résultat la découverte de
plusieurs cibles moléculaires cérébrales d’intérét thérapeutiques 226. Dans cette étude, nous
avons trouvé que la réponse comportementale aigue suite a I'ingestion de régime hyperlipidique
hypercalorique était prédictive de la vulnérabilité a I'obésité nutritionnelle, et qu’elle était liée au
niveau de PSA dans I'hypothalamus. De plus, la suppression de PSA dans I'hypothalamus en
utilisant des outils pharmacologiques et génétiques a favorisé le développement de I'obésité.
L’ensemble de ces données indique qu’un faible taux de polysialylation dans I’hypothalamus
prédispose a I'obésité nutritionnelle. Dans plusieurs modéles de pathologies psychologiques, la
perte de PSA dans le tissu nerveux altére les défenses physiologiques, exacerbe les symptdémes
ou aggrave la maladie. Par exemple, la déplétion ciblée de PSA altére la mémoire conditionnée
par la peur aprés un stress aversif 227 228 intensifie I’hyperalgésie neuropathique 84, augmente la
vulnérabilité au stress chronique 229 et favorise les comportements addictifs 230, Toutes ces
observations montrent un rbéle potentiellement protecteur de PSA dans les désordres cérébraux

impliquant des phénomeénes de plasticité.

Les malformations développementales du systéme a mélanocortine, comme une atrophie
des projections neuronales innervant le PVN, pourraient contribuer au développement de
I'obésité 128, De plus, le nombre et la nature des afférences sur les neurones POMC dans le

noyau arqué chez des rats maintenus en régime standard renseignent sur leur vulnérabilité a

Q)

gagner du poids sous HFD, ce qui suggére que l|'organisation synaptique du systéme
mélanocortine est cruciale pour maintenir I’hnoméostasie énergétique 205, D’ailleurs, une
organisation synaptique anormale de ce systéme qui favorise un tonus orexigéne et qui peut étre
rapidement corrigée par traitement pharmacologique ou hormonal, a été trouvée chez des souris
et rats obéses 126 231, Par conséquent, il a été suggéré qu’une capacité de plasticité synaptique
altérée au sein des circuits neuronaux de la prise alimentaire, a coté des défauts
neuroanatomiques innés, pouvait également favoriser I'obésité 232. Pourtant, si un défaut de
plasticité synaptique est la cause ou la conséquence d'un désordre métabolique restait a
déterminer avant notre étude 146, Nous avons observé qu’un défaut de PSA dans I’hypothalamus
accélérait le développement de I'obésité chez les souris. Compte tenu du role de PSA dans la
plasticité synaptique, nos résultats indiquent qu'un faible potentiel pour effectuer des
phénoménes de plasticité synaptique est responsable d’un gain de poids plus important lors d’un
régime HFD. Ceci est en cohérence avec I'importante littérature décrivant la plasticité synaptique
des circuits de la prise alimentaire, comme un processus adaptatif face aux fluctuations

métaboliques maintenant I’lhoméostasie énergétique 142 143,
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Similaire a ce qui a été observé chez des rats 233, nous avons trouvé que I’hyperphagie
aigue suite a I'introduction du HFD (réponse comportementale) était prédictive du gain de poids
observé 3 mois aprés. De plus, la surconsommation alimentaire était corrélée négativement avec
les taux de PSA hypothalamique, suggérant une différence préexistante de la plasticité neuronale
des circuits de la prise alimentaire et de la prédisposition au développement de I'obésité. Des
résultats similaires ont déja été rapportés, reliant le niveau de PSA du cortex préfrontal a la
susceptibilité a développer des comportements addictifs 230, La source de variation d’expression
constitutive de PSA dans ces modéles n’est pas connue. Cependant, des travaux précédents ont
montré qu’un stress aiglie prédisposant de jeunes rats a développer des troubles de I'numeur et
de l'anxiété a I'age adulte, ou un stress chronique a I'age adulte, pouvaient conduire a une
altération dramatique des niveaux de PSA dans le systéme limbique 234 235, Ces résultats
montrent que la synthése cérébrale de PSA est affectée non seulement par I’héritage génétique

mais aussi par I'expérience.

La suppression hypothalamique de PSA a été suffisante pour causer un surpoids sévére
chez des souris nourries aprés 1 ou 2 mois de HFD, suggérant que l'incapacité a recabler
efficacement les circuits de la prise alimentaire, en fonction des conditions nutritionnelles, rend
les souris sensibles au développement de I'obésité. Depuis peu, il a été montré que
I’hypothalamus humain est lui aussi capable de subir des événements de plasticité structurale
hormono-dépendante 220. Ceci suggére que nos observations faites chez la souris pourraient
également se produire chez ’'Homme. D’ailleurs, des études génétiques a haut débit portant sur
les déterminants de la masse corporelle ont révélé une forte influence de génes impliqués dans
les processus de plasticité neuronale 222 223, || est intéressant de noter, qu’une délétion de Negrl,
géne codant le facteur de croissance neuronale 1, molécule d’adhésion impliquée dans les
remodelages cérébraux, semble étre la cause d’un poids corporel élevé 223, De plus, le faible
niveau du facteur de croissance neurotrophique (BDNF) chez I'Homme, facteur permissif de
plasticité cérébrale (causé par une haploinsuffisance du géne) est associé a une |'obésité
infantile 221, Il est donc concevable que I'altération de la plasticité synaptique chez I'Homme

puisse prédisposer a I'obésité.

Le traitement a I'EndoN dans I'hypothalamus ne produit pas d’altération métabolique
notable chez les souris controle maintenues en régime standard, suggérant que la plasticité
synaptique dans I’hypothalamus n’a pas d’impact sur la prise alimentaire ou le poids corporel
lorsque la balance énergétique est équilibrée. Ce résultat est quelque peu étonnant parce que
dans des « conditions physiologiques », la réactivité du systéme a mélanocortine est ajustée de
maniére dynamique par des réorganisations synaptiques en fonction de «I'état métabolique »
(jeun de 24h vs état nourri chez la souris) et des hormones associées 41 142 143, Une possibilité
est que la plasticité synaptique circadienne dans les neurones POMC/CART et AgRP/NPY n’est

simplement pas dépendante de PSA, mais il ne peut pas étre exclu non plus que I'altération de la
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plasticité synaptique des circuits de la prise alimentaire si elle persiste pendant plus de 2 mois,
puisse aboutir a la longue a des désordres métaboliques méme chez des souris maintenues en

régime standard.

En conclusion, nous avons identifié€ une association entre un caractére latent de
vulnérabilité a I'obésité chez les rongeurs et des variations individuelles de PSA dans
I’hypothalamus. La manipulation ciblée du niveau de PSA indique le rdle causal du taux de PSA
dans I'hypothalamus dans l'installation de I'obésité. Par conséquent, ces résultats suggerent que
la plasticité synaptique des circuits de la prise alimentaire contribue a maintenir constant le poids
corporel lors d’'une pression nutritionnelle hypercalorique. Bien que ces résultats ne fournissent
pas des base pour un diagnostic préalable - PSA n’a pas été examiné comme un biomarqueur
circulant ou excrété, et la charge calorique d’'une semaine est difficilement compatible avec un
test de performance fonctionnelle métabolique chez I’'Homme, ils renforcent le concept selon
lequel la plasticité synaptique est un élément clef dans la sensibilité individuelle a développer un

surpoids avec une alimentation obésogéne 205 232,
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6. Article 2

Ces travaux ont été soumis dans le journal Proceedings of the National Academy of Sciences :
Low level of polysialic acid in the hypothalamus predisposes to diet-induced obesity
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Neuronal feeding circuits that control appetite and body weight
rapidly and reversibly adjust their responsiveness to the fluctua-
tion of the body's energy state through changes in cell connection.
This morphological plasticity is altered in genetically obese and
diet-induced obese rodents. Whether this neuroanatomical impair-
ment underlies the obese phenotype or develops along with the
metabolic unbalance is not well defined. In mice, we observed
that a vulnerability trait predicting overweight on high-fat diet
(HFD) was associated to the decreased abundance of polysialic
acid (PSA) in the hypothalamus, a molecule that triggers synaptic
plasticity. Moreover, pharmacological or genetic removal of PSA
in the hypothalamus accelerated the weight gain of mice on HFD,
showing the causal role of PSA deficiency in the metabolic out-
come. Taken together, these results indicate that low propensity
to synaptic plasticity in the hypothalamus confers risk for obesity
under excessive caloric pressure.

Hypothalamus | synaptic plasticity | food intake | obesity | vulnera-
bility

Introduction

The changes in lifestyle, and in the availability and quality of
food largely explain the worlwide epidemy of obesity (1). How-
ever, high variability exists in individual susceptibility to develop
overweight in an obesogenic environment (2). This implies that
genetic risk factors among individuals substantially influence the
variability in body mass index (3). The improved understanding
of the molecular basis of this heterogeneity will probably help to
fight against obesity and its related disorders.

Pre-existing differences in brain circuits controlling appetite
and energy homeostasis could account for the vulnerability to
common obesity (4, 5). An abnormal fibers organization and the
synaptology of the melanocortin system have been found in the
hypothalamus of animals genetically predisposed to obesity (6,
7). Interestingly, brain circuits involved in the control of energy
balance remain plastic through adulthood (8, 9). The ability to
acutely rewire feeding circuits is crucial for the physiological
control of energy homeostasis (10). The synaptic plasticity in
response to changes in metabolic state is coordinated by hor-
monal signals across multiple neuronal cell types dispersed in the
hypothalamus (11-13). For instance, fasting increases excitatory
synaptic inputs and enhances presynaptic glutamate release on
Agouti-related peptide (AgRP)-containing neurons, which in-
creases their firing rate to favor feeding behavior (11). This effect
can be mimicked by the administration of the orexigenic gut-
derived hormone ghrelin (12). In fed state, the leptin, which is
secreted by the adipose tissue in proportion to its mass, acti-
vates anorexigen proopiomelanocortin (POMC)-containing neu-
rons that indirectly inhibit the activity of AgRP neurons through
a reduction of excitatory synaptic inputs (12). The inability to
dynamically modulate presynaptic inputs on AgRP and POMC
neurons in the arcuate nucleus of the hypothalamus according
to the metabolic state could contribute to obesity and related
metabolic disorders (10, 13). Indeed, genome-wide association
studies in human have reported a strong association between high

WWW.pnas.org -— -

body mass index and polymorphic loci whose neighboring genes
are highly expressed in the brain and directly involved in neuronal
plasticity (14, 15). Moreover, haploinsufficiency of brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) in human, a factor that mediates
brain plasticity, is associated with the childhood onset of obesity
(16).

The polysialic acid (PSA) is a molecule that triggers brain
plasticity. When added onto specific cell surface molecules, this
complex sugar residue promotes synaptic plasticity and dendritic
remodeling by the weakening of cell interaction (17, 18). In the
postnatal nervous system, the polysialylation of synaptic proteins
is viewed as an adaptive process involved in many plasticity-
related responses, such as learning (19-22), fear conditionning
(23, 24), circadian cycle (25-27), neuroendocrine function (28,
29), hyperalgesia (30, 31), and nerve regeneration (32). We have
recently identified PSA as a permissive factor for synaptic reor-
ganization in the hypothalamic melanocortin system according to
nutritional condition (10). Moreover, during acute positive en-
ergy imbalance caused by high-fat diet, the hypothalamic polysia-
lylation is involved in the homeostatic control of energy intake
(10).

We therefore postulated that the low individual capacity of
neuronal plasticity in feeding circuits due to a low hypothala-
mic level of PSA could incite metabolic inflexibility and thereby
vulnerability to diet-induced obesity (DIO) in mice. To test this
hypothesis, we first assessed the link between the pre-existing
individual differences in the hypothalamic levels of PSA and the
vulnerability to DIO. Then, we investigated whether the chronic
depletion of the hypothalamic PSA level was sufficient to increase

Significance

Neuronal feeding circuits that control energﬁr balance can be
rewired in the adulthood. This plasticity allows fine tuning
of the energy balance. The capacity to rewire feeding circuits
is altered in obese rodents. Whether this neuroanatomical
alteration is the cause or the consequence of obesity remains
to be elucidated. Here, we report that the vulnerability to
diet-induced obesity in mice could rely on the individual
pre-existing differences in the propensity to elicit neuronal
rewiring in the hypothalamus, as revealed by the decreased
expression of PSA, a factor of synaptic plasticity. Indeed, the
experimental reduction of hypothalamic PSA level makes mice
prone to obesity. These results show that the inflexibility of
feeding circuits is a risk factor for obesity.
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Fig. 1. Individual differences in the homeostatic feeding response to HFD

reveal susceptibility to diet-induced obesity. (A) After one week on HFD,
mice were separated into HFD-tolerant (n = 16) and HFD-intolerant (n =
15) groups by a median split based on the cumulative energy intake over
the week (***: p < 0.001; Mann Whitney test). (B,C) Initial energy intake
and body weight of HFD-tolerant and HFD-intolerant mice were similar on
standard chow, i.e. before HFD introduction. (D) Kinetic of energy intake
of HFD-tolerant and HFD-intolerant mice during 8-day HFD (For tolerant
mice, #: p < 0.05, vs energy intake at day 0; for intolerant mice, **: p <
0.01, vs energy intake at day 0; one-way ANOVA for repeated measures
followed by multiple comparison Dunnett post-hoc test). (E) Kinetic of the
energy intake of HFD-tolerant and HFD-intolerant mice during 13 weeks-
HFD (***: p < 0.001, HFD-tolerant vs HFD-intolerant mice; two-way ANOVA
and Bonferroni post-hoc test). (F) Kinetic of the body weight of HFD-tolerant
and HFD-intolerant mice during 13-week HFD (*: p < 0.05, **: p < 0.01, HFD-
tolerant vs HFD-intolerant mice; two-way ANOVA and Bonferroni post-hoc
test). (G) Body weight gain of HFD-tolerant and HFD-intolerant mice after
13-week HFD (**: p < 0.01; unpaired t test). All results are mean + SEM.

the vulnerability to DIO. The approach was based on the repeted
injections of endoneuraminidase N (endo N), a bacterial enzyme
that specifically removes PSA from cell adhesion proteins, and
on the permanent knock-down of polysialyltransferase-1 (PST-
1), an enzyme that allows polysialylation in the adult brain (33,
34). These pharmacological and genetic manipulations were per-
formed in the mediobasal hypothalamus (MBH) of adult mice.
Taken together, the results indicated that low hypothalamic level
of PSA accelerated the onset of DIO.

Results

Individual differences in the homeostatic feeding response to
HFD reveal susceptibility to DIO.

2 ‘ WWW.pNas.org --- ---

1000 -

750 1

500 1

PSA level
(ng/mg of protein)

)
O
RS

N\
2
<0

Fig. 2. Individual differences in the tolerance to HFD are linked to the level
of hypothalamic PSA. PSA levels were measured in mediobasal hypothalamus
after a one-week HFD test to discriminate HFD-tolerant and HFD-intolerant
mice (n = 7 HFD-tolerant, n = 7 HFD-intolerant; *: p < 0.05; Mann Whitney
test). Results are mean + SEM.

For a 2-month old mice fed with standard diet, the
typical daily energy intake is 0.5 kcal per gram of body
weight (The Jackson Laboratory, Mouse Phenome Database,
http://phenome.jax.org/). It is well known that high-energy foods
cause transient overeating in most of the mice, which corre-
sponds to an acute increase in energy intake during a few days
(10, 35, 36). In this study, the peak of energy intake after the
introduction of high-fat diet (HFD) was 0.83 % 0.03 kcal/g on
the first day, and the normalization of energy intake occurred
after two weeks (Fig. S1A; n= 31). However, the homeostatic
response to short-term HFD was variable between mice. The
period of overconsumption lasted from two days to more than
one week (Fig. S1B). Consequently, the individual cumulative
energy intake during one-week HFD, hereinafter referred to as
the “feeding response”, ranged from 3.96 to 6.92 kcal/g (Fig. S1C).
According to this response, we discriminated HFD-intolerant
mice with high feeding response and HFD-tolerant mice with
low feeding response (Fig. 1A, Fig. S1C). The two groups of
mice were initially undistinguishable on the basis of their energy
intake on standard diet or on their body weight (Fig. 1B and 1C).
Tolerant mice normalized their energy intake in only two days
after HFD introduction, whereas intolerant mice normalized it
after ten days (Fig. 1D and 1E). After two weeks on HFD, energy
intake was similar between groups, with a slight decline over time
(Fig. 1E). However, data of energy intake when not normalized to
body weight showed that intolerant mice had sporadic increases
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Fig. 3. . PSA removal in the hypothalamus accelerates the onset.of DIO.
(A) Picture showing the injection protocel of endoN in the mediobasal
hypothalamus of mice fed éither standard or a high-fat diet for one month.
Five weekly bilateral injections of endoN (0.28 units/side) were performed.
Control mice received artificial cerebrospinal fluid. (B) Effect of endoN
injections on PSA level in the mediobasal hypothalamus, at the end of
the treatment (n = 4 STD/aCSF; n = 5 STD/endoN; n = 5 HFD/aCSF; n = 6
HFD/endoN; *: p < 0.05; Mann Whitney test). (C) Body weight of endoN-
treated and control mice fed a standard diet or a HFD for one month (n
= 10 STD/aCSF; n = 9 STD/endoN; n = 13 HFD/aCSF; n = 14 HFD/endoN; **: p
< 0.01. ***: p < 0.001; two-way ANOVA and Bonferroni post-hoc test). (D)
Body weight gain of endoN-treated and control mice fed a standard diet or
a HFD for one month (**: p < 0.01. ***: p < 0.001; Mann Whitney test). (E)
Fat mass of endoN-treated and control mice fed a standard diet or a HFD for
one month (**: p < 0.01. ***: p < 0.001; Mann Whitney test). All results are
mean + SEM.

of energy intake which appeared after five weeks on HFD (Fig.
S1D). Therefore, the cumulative energy intake over 3 months
with HFD was significantly higher in intolerant mice than in
tolerant mice (Fig. S1E). Moreover, the longitudinal follow-up
showed that body weight of intolerant mice maintained on HFD
increased strongly after 8 weeks in comparison to tolerant mice
(Fig. 1F). Hence, the body weight gain between the two groups of
mice was significantly different after 3 months on HFD (Fig. 1G).
Importantly, the body weight gain was positively correlated with
the feeding response to HFD (Fig. S1F). By contrast, the body
weight gain was not correlated with the initial energy intake on
standard diet or with the final energy intake on HFD (Fig. S1G
and S1H). These results indicated that the short-term feeding
response to HFD was predictive of a highest body weight gain
upon HFD, while the basal energy intake before or during HFD
was not.

Individual differences in the tolerance for HFD are linked to
the level of hypothalamic PSA.

PSA, an endogenous molecule that promotes synaptic plas-
ticity, is critically involved in the homeostatic feeding response to
dietary fat (10). Therefore, the biological processes that underlie
the individual variations in the feeding response to HFD could
reside in pre-existing differences in PSA levels in the hypotha-
lamus, and thereby in the ability to rewire feeding circuits. To
test this hypothesis, we first identified in a second cohort of
mice, the HFD-tolerant and HFD-intolerant animals, according
to their feeding response to HFD, and then we examined the
concentration of PSA in the medio-basal hypothalamus (MBH)
collected after sacrifice. Intolerant mice showed significant lower
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Fig. 4. . Reduction of polysialylation in the hypothalamus increases the body
weight gain on HFD. PST-1 knockdown mice, designated as PST-1 KDMEH
mice, were stereotactically injected in the mediobasal hypothalamus with
~7.5 x10° shRNA-expressing lentiviral vectors against a Pst1 sequence. Con-
trol mice received lentiviral vectors targeting a non mammalian sequence.
(A) Effect of the lentiviral vectors-mediated RNA interference on relative
mRNA expression of genes involved in the PSA signaling, assessed by RT-
gPCR on mediobasal hypothalamus extracts from standard diet-fed mice (n
= 4 control; n = 5 PST-1 KDMEH: #: p <0.05; unpaired t test. (B) PSA level in
the mediobasal hypothalamus of PST-1 KDM®" mice fed a HFD for 2 months,
compared to control mice (n = 9 control; n = 9 PST-1 KDVEH; *: p <0.05;
unpaired t test). (C) Kinetic of the body weight of PST-1 KDM®" and control
mice during 2-month HFD (*: p <0.05, **: p < 0.01. ***: p < 0.001; two-way
ANOVA and Bonferroni post-hoc test). (D) Body weight gain of PST-1 KkDMEH
and control mice after 2-month HFD (***: p < 0.001; unpaired t test). (E) Fat
mass of PST-1 KDMB" and control mice after 2 month-HFD (***: p < 0.001;
unpaired t test). All results are mean + SEM.

levels of hypothalamic PSA in comparison to tolerant mice (Fig.
2; tolerant: 684.7 £ 59.4 ng/mg; intolerant: 505.9 £ 27.1 ng/mg; p =
0.038), suggesting that intolerant mice might have lesser ability to
trigger synaptic plasticity in the hypothalamus than tolerant mice.

PSA removal in the hypothalamus accelerates the onset of
DIO.

EndoN is a bacterial enzyme that specifically removes PSA
residues from cell adhesion molecules (37). It remains active at
least eight days after a single injection in the brain parenchyma
(10). To test whether low PSA level in the MBH makes mice prone
to DIO, we chronically depleted PSA in this area by bilateral in-
traparenchymal injections of endoN (0.4 pL/side; 0.28 units/side)
once a week during one month in mice fed with HFD (Fig. 3A).
The effect of the drug was checked by post-mortem analysis. We
observed that the repeated injections of endoN reduced by 80-
90% the PSA level in the MBH (Fig. 3B). The repeated injections
of endoN did not modify body weight in mice fed a standard diet
for one month (Fig. 3C, 3D and 3E). However, the persistent loss
of hypothalamic PSA caused by endoN dramatically increased
the weight gain of mice on HFD, in comparaison to vehicle-
treated mice (Fig. 3C). As a result, body weight gain and fat mass
measured after one month in mice on HFD were higher in endoN-
treated mice relative to vehicle-treated mice (Fig. 3D, 3E). Thus,
PSA removal in the hypothalamus accelerated the onset of DIO
in mice.
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Reduction of polysialylation in the hypothalamus increases
the body weight gain on HFD.

To reduce PSA level in the MBH, we also tended to decrease
the expression of PST-1, the predominant sialyltransferase in the
mature brain (33, 34). We used lentiviral vectors-mediated RNA
interference for specifically knocking down PST-1 expression in
the hypothalamus of adult mice. Control mice received lentiviral
vectors carrying a shRNA sequence against a non mammalian
target. When injected bilaterally into the MBH of mice (0.4
pL/side; 2.10° units/mL), shRNA-expressing lentiviral vectors
against pstl reduced by 21% the expression of pstl mRNA 3
weeks after surgery, compared to control mice (Fig. 4A). In these
PST-1 knockdown (KD) animals, designated as PST-1 KDMBH
mice, the expression of pst2, ncam, and gne was not altered (Fig.
4A), indicating that the RNAi-mediated knockdown of pstl was
specific and did not modify expression of other genes involved in
the signaling pathway of PSA. To investigate whether a reduction
of polysialylation in the hypothalamus increased the vulnerability
to DIO, we generated a second cohort of PST-1 KDMBH mice
that were fed a HFD for two months. In these mice, knockdown
efficiency was determined by post-mortem analysis of PSA level
in MBH biopsies. Only mice with more than 5% reduction of
hypothalamic PSA were further analyzed, considering otherwise
that we failed to target the MBH. After screening, we detected
a significant reduction of the PSA level by 25.7% in the MBH
of PST-1 KDMB" mice, in comparison to control mice (Fig. 4B).
A retrospective analysis showed that PST-1 KDM®" mice gained
progressively more weight during the 2-month HFD than control
mice (Fig. 4C). Body weight gain and adiposity of PST-1 KDV
mice on HFD were therefore significantly increased (Fig. 4D
and 4E). Thus, a limited polysialylation in the hypothalamus was
sufficient to accelerate the onset of DIO.

Discussion

Intense efforts are carried out to investigate the biological basis
of individual predisposition to obesity and related disorders. As
a result, several molecular brain targets of therapeutical interest
have been identified (38). In this study, we found that the acute
behavioral response to dietary fat was predictive of the vulnera-
bility to weight gain on HFD, and was linked to the level of PSA in
the hypothalamus. Moreover, the removal of hypothalamic PSA
using pharmacological or genetic tools promoted obesity upon
HFD. Taken together, these results indicated that the decreased
polysialylation in the hypothalamus predisposes to DIO. In sev-
eral models of neuropsychological disorders, the loss of neural
PSA alters physiological defenses, exacerbates symptoms or wors-
ens the disease. For instance, a targeted depletion of PSA alters
fear memory after an aversive stress (23, 24), intensifies injury-
induced neuropathic hyperalgesia (30), increases vulnerability to
chronic stress (39) and incites addiction-related behaviors (40).
All these observations point out the potential protective role
of PSA against brain dysfunctions involving a plasticity-related
component.

Developmental malformation of the melanocortin system,
i.e. disruption of neural projection pathways within the hypotha-
lamus, could contribute to the obese phenotype and related
metabolic disorders (41). Moreover, the wiring of arcuate POMC
neurons of rats kept on standard diet predicts vulnerability to
weight gain on HFD, suggesting that accurate connectivity in
this neuronal system is crucial to maintain energy homeostasis
(7). Besides, an abnormal pro-orexigenic synaptic organization
that can be acutely reversed by hormonal or pharmacological
treatments, has been found in obese mice and rats (13, 42). Thus,
it has been suggested that the altered synaptic plasticity in feeding
circuits, in addition to steady neuroanatomical defects, might
promote DIO (8). Nevertheless, whether synaptic inadequacy is
cause or consequence of the metabolic imbalance is still not clear
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(43). Here, we report that the lack of hypothalamic PSA strongly
accelerated the onset of DIO in mice. Given the role of PSA in
synaptic plasticity, our results indicated that a lowest potential for
hypothalamic rewiring was responsible for a highest weight gain
on HFD. This observation is in line with the well-documented
adaptive function of the plasticity in feeding circuits, which fol-
lows metabolic fluctuations to maintain energy homeostasis (11,
12).

We found that the acute hyperphagic response upon HFD
predicted the excessive weight gain 3 months later in mice. This
result is similar to that observed in rats (44). Moreover, the
overconsumption negatively correlated with the hypothalamic
PSA content, suggesting that pre-existing individual differences
in neuronal plasticity of feeding circuits underlie the propensity
for obesity. Similar findings have been already reported, linking
the level of prefrontal PSA to the susceptibility for addiction-
related behaviors (40). The source of variation of constitutive
PSA expression in these models is not known. However, previous
works have shown that acute stress that predisposes young rats to
mood and anxiety during adulthood, as well as chronic stress in
adult, cause dramatic alteration in PSA expression in the limbic
system (45, 46). These results show that brain PSA synthesis is
affected not only by genetic heritage but also by experience.

The removal of hypothalamic PSA was sufficient to cause
severe overweight in mice fed a HFD for 1-2 months, suggesting
that the inability to properly rewire feeding circuits, depending on
the nutritionnal conditions, makes mice prone to obesity. Since
the human hypothalamus is able to undergo hormone-dependent
structural plasticity (47), our findings could be relevant to the
etiology of obesity in humans as well. Indeed, large-scale studies
on the genetic determinants of body mass index have revealed the
strong influence of some genes involved in neuronal plasticity (14,
15). Interestingly, the polymorphism in Negri, the gene coding the
neuronal growth regulator 1, a cell adhesion molecule involved in
the brain remodeling, seems to be causal in high body weight (15).
In addition, low level of BDNF in human, a permissive factor of
brain plasticity, is associated with obesity during chilhood (16).
Therefore, it is conceivable that an altered synaptic plasticity
could predispose humans to obesity.

EndoN treatment in the hypothalamus did not produce no-
ticeable metabolic alteration in control mice maintained on stan-
dard diet, suggesting that the synaptic plasticity in the hypotha-
lamus does not have an impact on food intake or body weight
when energy status is balanced. This result was rather unex-
pected because the responsiveness of the melanocortin system
is thought to be dynamically adjusted by synaptic plasticity in
healthy condition (11, 12, 48). However, the hormone-driven
synaptic reorganization on NPY and POMC neurons has been
evidenced after a 24-hr fasting, which causes a dramatic drop of
circulating leptin, and it is still unclear whether such synaptic plas-
ticity actually occurs in physiological condition, i.e. in thythm with
meals and moderate fluctuation of the metabolic state (43). Thus,
our results suggest that PSA is either merely not involved in the
physiological synaptic plasticity of POMC and NPY neurons and
thereby in the short-term regulation of food intake, or involved
but compensation of energy intake over the circadian time frame
may have covered a possible endoN-triggered alteration of meal
pattern.

In conclusion, we identified an association between a latent
vulnerability trait to obesity in rodents and individual variations
in hypothalamic PSA. However, these results does not provide the
bases for an early diagnosis because PSA was not examined as a
systemic or excreted biomarker, and the 1-week calorie loading-
based behavioral assay is hardly compatible to a functional test
of metabolic performance in human. Nevertheless, the targeted
manipulation of PSA content in mice clearly indicated the causal
role of low hypothalamic PSA in accelerating the development
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of obesity. Hence, these findings suggest that synaptic plasticity
in feeding circuits contributes, at least to a certain extent, to
the maintenance of body weight upon hypercaloric pressure.
In addition, they strenghten the concept that the propensity to
synaptic plasticity is a key factor in the individual susceptibility to
develop overweight with obesogenic foods (7, 8).

Methods

Animals. Protocols including manipulation of animals (registration number
853.01) were reviewed and approved by our local Institutional Animal Care
and Use Committee (“Comité d'éthique en expérimentation animale n°1057),
and were in strict accordance with the European Community guidelines
(directive 86/906). Experiments were carried out with 2 months-old male
C57B1/6JOla mice from Harlan Laboratories. Mice were housed individually,
fed either a standard diet (#A04; Safe Laboratories) or a customized highly
palatable high-fat diet (Safe Laboratories; see (10) for a complete descrip-
tion). Free access was given for food and water. Food consumption and body
weight were measured daily. For tissue collection, mice were killed between
14h00 and 16h00 after a 6-hour fast.

Repeated bilateral injection of endoneuraminidase N into the medio-
basal hypothalamus. Mice were anesthetized with isoflurane (Abbott) and
placed in a stereotaxic apparatus (David Kopf Instruments) in flat skull
position. After dermal disinfection with betadine solution, the skin and
cranial muscles were incised and the skull was exposed. Small holes were
drilled and a double canula with a cap (C235G-0.8/SP 4.6 mm; Plastic One)
was inserted to target above the medio-basal hypothalamus (MBH) using
the following coordinates: - 1.4 mm posterior to the Bregma, +0.4 mm lateral
to the sagittal suture, and -4.6 mm below the skull surface. Canula was fixed
with screws and dental cement. After canulation, animals were kept under
controlled temperature and rehydrated with intraperitoneal injections of
physiological fluid. Mice were then housed individually and were allowed 1
week for recovery before experiment. For injection, mice were anesthetized
with isoflurane, and canula cap was removed. Mice were injected with either
vehicle or Endoneuraminidase N (EndoN, 0.28 units per side, 400 nL; Eurobio)
at a rate of 100 nL/min, weekly during one month, with a 5.6 mm injector
(C2351/SP 5.6 mm); Plastic One) inserted into the canula targetting the MBH.
The injector was maintained for an additional 3 min to avoid back leakage.
After injection, mice were replaced in their individual cages.

Bilateral injection of lentiviral vectors into the hypothalamus. As de-
scribed above, mice were placed in a stereotaxis apparatus under anesthesia
and prepared for acute bilateral injection as described above. Stereotactic
coordinates were: -1.4 mm posterior to the Bregma, +0.4 mm lateral to the
sagittal suture, and -5.6 mm below the skull surface. Mice were injected
with lentiviral transduction particles (Sigma-Aldrich) containing a “control
shRNA", targeting a non mammalian sequence, or a “target shRNA" for RNAi-
mediated knockdown of PST-1. The viral particles-containing solution (400
nlside; 2.10% U/mL) was delivered into the brain parenchyma at a rate of
100 nU/min through a 34G blunt needle mounted on a 10 pL syringe (NanoFil
device from WPI) controlled by a micropump (UMP2 from WPI). After in-
jection, the needle was maintained for an additional 3 min to avoid back
leakage. Finally, the skin was sutured. After surgery, animals were kept under
controlled temperature and rehydrated with intraperitoneal injection of
physiological fluid. Mice also received analgesic (ip 0.1 mg/kg buprenorphine;
Buprecare, Animalcare) and non-steroidal anti-inflammatory drugs (20mg/kg
ibuprofen for 3 days in drink water; Advil, Pfizer). Experiments started after
a 3-week rest and observation period.
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Arcuate nucleus dissection. After sacrifice, brains were quickly removed
and immersed in cold PBS solution. A 2 mm coronal slice was cut with a brain
matrix. The slice was laid on a 6% agarose block and the arcuate nucleus was
dissected under stereomicroscope and cold-light illumination using a scalpel.
Tissues were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until
further experiments (i.e. PSA assay or RT-qPCR).

PSA assay. The tissues were lysed and homogenized in RIPA lysis buffer
using the TissueLyser system (Qiagen) and 5 mm stainless steel beads (Qia-
gen). The homogenates were centrifuged 5 min at 5000 g and supernatants
were collected for PSA assay using an enzyme-linked immunosorbent assay
kit (PSA NCAM ELISA kit; Eurobio) and for protein assay (Bio-Rad Protein
Assay Kit I, Biorad).

RT-gPCR for mRNA assay. The tissues were lysed and homogenized in
300 yL of lysis buffer (RLT Buffer, Qiagen) using the TissueLyser system
(Qiagen) and 5 mm stainless steel beads (Qiagen). Total RNA was isolated
on spin columns with silica-based membranes (RNeasy Mini Kit; Qiagen),
according to the manufacturer’s instructions. DNA digestion was done di-
rectly on the columns. RNA was eluted with 30 pL of H;0. Aliquots of each
extract (1 pL) were checked for RNA concentration, purity and integrity
with the Experion electrophoresis system (Bio-Rad) and the Experion RNA
StdSens Analysis Kit (Bio-Rad). Total RNAs were then stored at -80°C. A
small amount of purified RNAs (0.3 pug) was reverse transcribed in 20 pl of
mixture using the High-Capacity cDNA Archive Kit (Qiagen), as indicated by
the manufacturer. Synthesized cDNA were then stored at -20°C. Quantitative
PCR analysis was performed using inventoried TagMan Gene Expression
Assays and the TagMan FAST Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems).

TaqMan assay IDs for each gene are as follow: Mm00456815-m1 for Ncam1,
Mm00456289_m1 for St8sia2, Mm01292231_m1 for 5t8siad, Mm00450174_m1
for Gne, Mm00839493_m1 for Polr2a. For each reaction, one aliquot of the
1:20 diluted RT product (2 pl) was used in a final volume of 10 pl and each
sample was assayed in triplicate. PCR amplification was run on a StepOne Plus
RealTime PCR System (Applied Biosystems) and the StepOne Gene Expression
Software was used for gene expression analysis. Quantification was done
using the comparative Ct method and Polr2a was used for normalization.

EchoMRI. The body composition was assessed using the EchoMRI system
(QNMR system EchoMRI-500T, Echo Medical Systems). Before scanning, mice
were anesthetized with intraperitoneal injection of a mix of ketamine (100
ma/kg; Kétamine 1000, Virbac) and xylasine (10 mg/kg, Rompun 2%, Bayer
HealthCare).

Statistical analysis. All data are expressed as means. Error bars indicate
standard errors of the mean (SEM). Multiple comparisons between groups
were carried out by one- or two-way ANOVA using Prism 5.0 software
(GraphPad Software). Post hoc analyses were done without any mathemat-
ical correction when main effects reached significance. Before comparison,
Bartlett's and Shapiro-Wilk's tests were applied to check equality of variances
and to evaluate the normality of the distribution, respectively. Accordingly,
we used Bonferroni's or Mann Whitney's test to compare groups. Unpaired
t test was used to compare two groups with similar variances. Significant
difference was noted *, **, or *** on the graphic representation when p
value was < 0.05, 0.01, and 0.001, respectively.
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Objectif 3 : évaluer les effets d’'une déficience innée de

plasticité synaptique dans un modéle d’obésité

Nous avons vu dans I'Objectif 1 que PSA était nécessaire pour établir une réponse
comportementale correcte lors de I'introduction d’un régime obésogéne. Dans I'Objectif 2, nous
avons montré que I'induction d’un défaut de plasticité synaptique dans I’hypothalamus rendait
vulnérable a I'obésité lors d’une exposition chronique a un régime hyperlipidique, hypercalorique.
Nous avons ensuite recherché si des individus présentant un défaut inné affectant les capacités
de plasticité synaptique n’étaient pas plus vulnérables au développement de I'obésité que des

individus sains lors d’une exposition longue a un régime HFD.

1. Effet du régime HFD sur les animaux PST-1 KO

Pour cela, des souris males et femelles de 8 semaines PST-1 KO ont été nourries pendant
3 mois avec un régime HFD. Ces souris présente une déficience totale de PST-1 et présentent
des troubles adaptatifs et de la mémoire. Aprés 3 mois d’exposition au régime HFD, les males et
femelles KO développent un surpoids (Figure 38A et B) et présentent un gain de poids plus
important (Figure 38C et F) par rapport aux contrdles. Ce surpoids, aprés mesure de I'adiposité
par echoMRI, correspond a une accumulation de masse grasse dans 'organisme (Figure 38D et
G). Il est intéressant de noter que les femelles sauvages ne développent pas de surpoids aprés 3
mois de régime, contrairement aux femelles KO (Figure 38F et G). L'ensemble de ces données
montrent que des individus déficient pour PST-1, et donc en PSA, développent une obésité
importante lorsqu’ils sont soumis a un régime HFD. La distance oro-anale permet de déterminer
s’il n'a pas des anomalies de croissance. Elle reste inchangée chez les males (Figure 38E). En
revanche, chez les femelles, celle-ci augmente lors de I'exposition au HFD (Figure 38H).
Toutefois, il n’y a pas de différence chez les femelles entre le groupe WT/HFD et KO/HFD,

suggérant un effet du HFD plus que du génotype sur des anomalies de croissance.
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Figure 38 : Les souris PST-1 KO sont vulnérables a I'obésité

Evolution du poids des souris males (A) et femelles (B) de 8 semaines soumis a 12 semaines de régime HFD ou de régime

standard. * p <0,05 ANOVA two ways et test de Bonferroni post hoc vs WT/HFD. (C) et (F) gain de poids aprés les 12

semaines de régimes HFD. (D) et (G) adiposité a terme mesurée par echoMRI aprés les 12 semaines de régimes HFD. (E)

et (H) distance oro-anale aprés les 12 semaines de régimes HFD. * p <0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 Test Mann-

Whitney. Moyennes + SEM.

108



2. Discussion

Dans cette étude préliminaire, nous avons montré que des individus présentant un défaut
inné de plasticité synaptique développent une obésité plus importante lorsqu’ils sont soumis a un
régime obésogéne. Dans I'Objectif 1, nous avons observé que les animaux PST-1 KO ne
régulaient pas leur prise énergétique lorsque le régime HFD est introduit. Cette premiére
expérience menée dans au laboratoire de Toulouse n’a pas été reproductible a Dijon. En effet, la
prise énergétique des animaux KO étaient similaire a ceux des animaux sauvages pendant la
premiére semaine aprés l'introduction du régime HFD. Les animaux, bien qu’ayant la méme
mutation, provenaient de deux élevages distincts (Animalerie de I'UPS de Toulouse et animalerie
du laboratoire de Rita Gerardy-Schahn en Allemagne pour Dijon). Il se peut qu’une dérivation de

la lignée soit a I'origine de cette différence comportementale.

Il serait important d’étudier les causes de ce surpoids. En premier lieu, évaluer
précisément la prise alimentaire de ces animaux durant la période d’exposition au HFD. De plus,
il conviendrait d’étudier les dépenses énergétiques de ces mutants, a différents temps, lors de
I'exposition longue au régime HFD : est-ce que la mutation elle-méme provoque un défaut des
dépenses énergétiques aboutissant au surpoids des animaux, ou bien le développement plus

rapide de I'obésité chez ces animaux altére les dépenses énergétiques.

Des résultats préliminaires, non présentés dans ce manuscrit, montrent que les males KO
nourris pendant 3 mois avec le HFD présentent une glycémie a jeun plus élevée que les animaux
sauvages, indiquant une perturbation de I'homéostasie glucidique. Il est important de définir plus
clairement la nature de cette perturbation: s’agit-il d’'une conséquence indirecte, issue du
développement de I'obésité chez ces animaux ou d’une perturbation du contréle nerveux dea
I’hnoméostasie glucidique. Une étude montre qu’il existe différentes sous population de cellules
pancréatiques relatives a I'expression de PSA-NCAM chez le rat (faible expression et forte
expression). Les cellules ayant beaucoup de PSA-NCAM sont plus a méme de sécréter de
I'insuline 236, Dans notre modéle KO PST-1, il serait donc intéressant de doser la quantité
d’insuline, pouvant expliquer la perturbation de I’'homéostasie glucidique d’origine pancréatique.
Cependant, comme il a été présenté dans la partie 1, lors d’une phase d’exposition courte au
régime HFD, aucun lien n’a été trouvé entre I'homéostasie glucidique et le niveau de PSA dans

I’hypothalamus.
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Objectif 4 : évaluer les effets d’'un défaut de plasticité
hypothalamique dans un modéle d’athérosclérose

Le cholestérol est insoluble dans le sang et requiert un transport sur des complexes
lipoprotéiques de différentes densités. On distingue les very low-density et les low-density
lipoproteins (VLDL et LDL) dérivant du foie et acheminant le cholestérol aux organes
périphériques, et les high-density lipoproteins (HDL), qui raménent le cholestérol excédentaire de
la périphérie vers le foie (pour une métabolisation ultérieure) ou qui le distribuent aux autres
cellules. Chez 'homme, la constance du ratio LDL/HDL est fondamentale. D’ailleurs, le « mauvais
cholestérol », correspondant aux LDL en excés, contribue a la formation des plaques d’athérome
dans la paroi artérielle. Celui-ci est capté par les macrophages, qui se transforment en cellules
spumeuses en se chargeant de vésicules lipidiques. Ces cellules s’infiltrent dans la paroi des

vaisseaux, s'accumulent au niveau sous-endothélial, et obstruent finalement le réseau vasculaire.

L’activité du systeme a mélanocortine varie selon la perception de signaux de satiété et
d’adiposité 119 237 238, En retour, le systéme a mélanocortine déclenche des réponses
comportementales et végétatives qui ajustent la prise alimentaire et les dépenses énergétiques
afin de maintenir ’'hnoméostasie énergétique. Par exemple, le systéme a mélanocortine controle la
production hépatique de glucose et la thermogenése dans le tissu adipeux brun 239 240, De plus,
le systtme a mélanocortine agit sur le métabolisme lipidique périphérique. En effet, I'inhibition
des récepteurs a mélanocortine chez le rat favorise le captage des acides gras dans le tissu
adipeux blanc, ainsi que la synthése et I'accumulation de graisses sous forme de triglycérides,
alors que leur activation stimule la mobilisation des lipides a partir de ce tissu 241. Ce contrdle sur
I'orientation des flux de nutriments en périphérie est relayé par le systéme nerveux sympathique.
En ce qui concerne le foie, les neurones a NPY stimulent la production des lipoproteines VLDL
qui portent les triglycérides, augmentant ainsi leur teneur dans le sang 242 243, un effet transmis
également par le systéme sympathique 244. Les neurones a POMC semblent jouer sur
I'internalisation hépatique des lipoprotéines HDL 245, Toutes ces observations montrent que le

systéme a mélanocortine contrble directement les taux de cholestérol circulant.

Nous avons précédemment montré qu’un processus de plasticité synaptique du systéme
a mélanocortine, dépendant de PSA dans I'hypothalamus, est mis en jeu lors de la régulation
homéostatique de la prise alimentaire. Une défaillance dans ce systéme, rend vulnérable au
développement de I'obésité lors de lingestion chronique de nourriture hypercalorique et
hyperlipidique. Nous avons voulu savoir si la plasticité synaptique avait une influence directe sur
le métabolisme périphérique. Manifestement, il existe un mécanisme homéostatique qui assure

la constance des niveaux de lipoprotéines circulantes transportant le cholestérol. L’ajustement
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de ces paramétres biologiques pourrait étre gouverné au moins en partie par un remodelage PSA-
dépendant des connections synaptiques du systéme a mélanocortine. De plus, une aptitude
moindre a produire un phénoméne de plasticité hypothalamique pourrait altérer les niveaux de

lipoprotéines plasmatiques et s’avérer étre un facteur pro-athérogéene.
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1. Régulation homéostatique du cholestérol circulant

Avant toute chose, nous avons voulu savoir s'il y avait une régulation homéostasique du
cholestérol circulant lors d’un changement d’alimentation. Pour cela, des souris ont été exposées
a 1, 3, 8 et 14 jours de régime HFD et des analyses de la concentration plasmatique du
cholestérol et des différentes lipoparticules ont été effectuées. Nous avons tout d’abord observé
que la concentration plasmatique de cholestérol augmente aprés I'introduction du régime HFD et
ne revient jamais a des concentrations équivalentes au régime STD. Cependant, si I'on
s’intéresse a la répartition du cholestérol dans les différentes lipoparticules, on remarque que les
niveaux plasmatiques de VLDL et LDL sont rapidement augmentés (en 24 heures seulement)
aprés l'introduction d’un régime gras. Toutefois, ces niveaux ont été normalisés en une semaine
alors que le régime s’est poursuivi. Ceci pourrait traduire un controéle homéostatique qui s’exerce
sur le cholestérol circulant lorsque son niveau s’éléve en réponse a une alimentation riche, a
forte teneur en cholestérol. Le cholestérol HDL quant a lui, reste élevé et sa concentration ne

revient pas a un niveau basal (Figure 39).
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Figure 39 : Régulation homéostatique du cholestérol circulant

Des souris de 8 semaines ont été exposées a 1, 3, 8 ou 14 jours de régimes HFD. Le sang a été
prélevé en intracardiaque. « Cholestérol total » représente la quantité de cholestérol plasmatique. Les
différentes fractions ont été séparées par ultracentrifugation.n =6 STD,n=6J1,n=J3,n=6J8,n =
6J14. ** p <0,01, *** p < 0,001 Test Mann et Whitney. Moyenne + SEM.
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2. Role de PSA hypothalamus dans I’homéostasie du cholestérol circulant

Nous avons voulu savoir si la régulation homéostatique périphérique du cholestérol
circulant était dépendante de phénomeéne de plasticité synaptique impliquant PSA dans
I’hypothalamus. Pour évaluer ce rdle, nous avons inhibé localement et durablement la
signalisation de PSA dans I’hypothalamus de souris adultes. Pour cela, nous avons injecté par
stéréotaxie dans I’hypothalamus des souris de ’'EndoN avant la mise sous régime gras (Figure
40A). Nous avons précédemment démontré que I'injection intra-parenchymale bilatérale d’EndoN
retire spécifiguement toute trace de PSA pendant au moins une semaine dans I’hypothalamus et
blogue le remodelage synaptique induit par la mise sous régime gras (Objectifs 1 et 2). Suite a
I'injection d’EndoN, I'augmentation temporaire de la prise énergétique n’est plus régulée et
conduit a un apport énergétique plus important sous régime gras. Ceci nous permet de voir que le
traitement a bien été effectif (Figure 40B). En ce qui concerne notre nouvelle étude,
I'administration d’EndoN n’a pas modifié les taux de cholestérol total circulant chez les souris
sous régime standard ou HFD pendant une semaine (Figure 40C). En revanche, le traitement
EndoN a empéché la normalisation des niveaux de VLDL-Cholestérol qui survient normalement
aprés une semaine de régime HFD, et a limité I'augmentation de HDL-Cholestérol induite
normalement par le régime HFD (Figure 40D). Il faut noter qu’'un groupe supplémentaire de
souris permet de discriminer I'effet du traitement per se, par rapport a I'effet de I’hyperphagie
secondaire provoquée par le traitement. |l s’agit de souris pair-fed qui recoivent le traitement et
dont la ration alimentaire est restreinte et similaire a celle des souris nourries sous régime HFD
qui ne recgoivent pas le traitement (Figure 40B). Ainsi ces données montrent que PSA
hypothalamique est nécessaire pour normaliser les niveaux des VLDL circulants et pour
augmenter les niveaux de HDL durant une alimentation grasse (Figure 40D). Par extension, nos
résultats suggérent que la plasticité cérébrale semble étre requise pour adapter le métabolisme

périphérique du cholestérol en fonction de I'alimentation.
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Figure 40 : Régulation central du cholestérol circulant par PSA

(A) Protocole d’injection d’EndoN dans I’hypothalamus médiobasal et suivi expérimental. (B) Prise

énergétique cumulée sur 8 jours. (C) Cholestérol plasmatique total aprés 8 jours de régime et traitement

hypothalamique. (D) Fraction VLDL, LDL et HDL plasmatique séparées par ultracentrifugation aprés 8 jours

de régime et traitement hypothalamique. * p < 0,05; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001 Test Mann Whitney. n =
10 STD/aCSF, n = 6 STD/EndoN, n = 10 HFD/aCSF, n = 11 HFD/EndoN, n = 11 HFDpf/EndoN Moyennes *

SEM.
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3. Implication de PSA dans la production des VLDL circulantes

Lorsque la plasticité synaptique est inhibée par injection d’EndoN dans le parenchyme
nerveux de I'’nypothalamus, nous avons observé une augmentation du taux de VLDL circulant
aprés une semaine de régime HFD. Cette augmentation peut étre due a une production anormale
de VLDL. Pour tester cette hypothése, nous avons réalisé un test fonctionnel chez la souris nous
permettant de déterminer la cinétique de production des VLDL. Lorsque les animaux subissent un
jeun court (environ 6h), les triglycérides (TG) circulants sont uniquement portés par les VLDL. La
lipoprotéine lipase (LPL) transforme les VLDL en LDL. En inhibant la LPL par injection i.p de
poloxamer, nous pouvons réaliser une cinétique de production des VLDL en mesurant

simplement les triglycérides plasmatiques a différents intervalles.

Ainsi, selon le méme protocole d’injection que dans la partie 2 de I'Objectif 4 (Figure 40A),
des souris nourries en régime STD ou HFD, traitées avec du véhicule ou de 'EndoN ont été
utilisées pour établir une cinétique de production des VLDL. Nous avons observé que le
traitement a I'EndoN chez les souris nourries en régime standard n’a pas perturbé pas la
production des VLDL. En revanche, lorsque les souris ont été soumises a un régime HFD pendant
une semaine, la production de VLDL a diminué de maniére significative (Figure 41A et B),
suggérant un processus adaptatif limitant la surproduction de VLDL pendant le régime gras. Dans
ce contexte, le traitement a 'EndoN n’'a pas modifié les vitesses de production des VLDL

hépatiques ni chez les souris nourries en régime STD ni chez les souris nourries en HFD.

L’ensemble de ces données nous suggére que le régime alimentaire semble étre le seul
facteur capable de modifier la production de VLDL. En revanche, le traitement a I'EndoN dans
I’hypothalamus n’a pas affecté la production de VLDL chez les souris indiquant que PSA ne

participe pas au contrdle de la production de VLDL hépatique.
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Figure 41 : Production de VLDL circulantes

(A) Cinétique de production de VLDL circulantes aprés une semaine de régime STD ou HFD. A
t (0) un prélévements de sang est effectué et le poloxamer injecté par i.p. *** p < 0,001
ANOVA two ways et test de Bonferroni post hoc STD/aCSF vs HFD/aCSF et HFDpf/EndoN ; #
p < 0,05 ; ### p < 0,001 STD LCR vs HFD EndoN. (B) Vitesse de production de VLDL
circulantes aprés une semaine de régime STD ou HFD calculée a partir de la cinétique selon
une régression linéaire avec les points t(30), t(60) et t(90). * p < 0,05 test Mann Whitney. n =
12 STD/aCSF, n = 13 STD/EndoN, n = 22 HFD/aCSF, n = 13 HFD/EndoN et n = 6 HFDpf
EndoN. Moyennes + SEM.
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4. Implication de PSA dans le développement de I’'athérosclérose

Nous avons remarqué qu’'une régulation centrale PSA dépendante, du cholestérol
circulant se mettait en place pendant la premiére semaine aprés introduction d’'une diéte grasse
hypercalorique. La déplétion de PSA hypothalamique empéche la normalisation du taux de VLDL.
Or une élévation chronique des VLDL circulants est un facteur athérogene. Nous avons donc émis
I’hypothése qu’un faible taux de PSA hypothalamique pouvait étre a I'origine de I'athérosclérose.
La souris sauvage étant un mauvais modéle d’athérosclérose, nous avons utilisé la souris
déficiente pour le récepteur au LDL (LDLR KO), afin d’étudier la sensibilité des animaux a générer

des dépdts graisseux dans les vaisseaux lorsqu’ils sont soumis a un régime HFD.

Nous avons exposé dans un premier temps des souris LDLR KO de 8 semaines a un
régime STD ou au régime HFD pour vérifier le caractére athérogénique du régime HFD que I'on a
utilisé. Aprés 2 mois d’exposition, les souris ont été sacrifiées, les aortes récupérées et colorées a
I"huile rouge afin de quantifier par traitement d’image l'aire des dépots. Lorsque les souris LDLR
KO ont été exposées deux mois a notre régime HFD, celles-ci ont développé des dépbdts dans
'aorte et notamment au niveau de la crosse-aortique (Tableau 5). Par la suite, nous avons
invalidé I'expression de Pst1 chez des animaux LDLR afin de voir si la réduction chronique de PSA
dans I’hypothalamus pouvait étre un facteur de risque supplémentaire dans I'étiologie de
I’athérosclérose. Les souris, recevant les particules contrbles ou le vecteur contenant le shRNA
ciblant PST-1, ont été nourries au régime HFD pendant 2 mois. Les animaux ont développé

significativement plus de dépots dans les aortes que les souris contrdles.

Tableau 5 : Quantification des dépdts graisseux dans les aortes des souris LDLR KO

*** p < 0,001 ANOVA one way test Bonferroni post hoc vs STD. ### *** p < 0,001 ANOVA one
way test Bonferroni post hoc vs HFD. n = 7 STD, n =9 HFD, n = 8 HFD + PST-1. Moyennes + SEM.

Régime et traitement | Aire des dépots (mm?2) | Statistiques

STD 0,011 + 0,004
HFD 0,454 + 0,151 *k
HFD + PST-1 2,184 + 0,345 HitH
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5. Discussion

Nous avons déja vu que la surexpression de PSA au niveau de I’hypothalamus lors de
I'introduction d’un régime HFD permet le contrble de la prise alimentaire et du poids corporel via
des mécanismes de plasticité synaptique. Ici, ces résultats préliminaires nous ont indiqué que le
phénoméne de plasticité synaptique PSA dépendant contrble en plus I’'homéostasie du

cholestérol circulant.

Tout d’abord, nous avons remarqué qu’il existe une régulation homéostatique de la
répartition du cholestérol circulant lors de I'introduction du régime HFD. Nous avons observé une
augmentation du taux de LDL et VLDL apreés I'introduction du régime HFD, mais ce phénoméne
était transitoire. Cette adaptation était dépendante de PSA-NCAM dans I’hypothalamus puisqu’un
traitement a 'EndoN a empéché la régulation du taux de VLDL et a diminué le taux de HDL.
Précédemment nous avons montré une augmentation du nombre de mEPSC sur les neurones
POMC aprés une semaine de HFD, suggérant une augmentation de l'activité de ces neurones.
Ces résultats sont surprenants si on se référe a la littérature qui indique que I'activation du
systéme a mélanocortine diminue le taux de HDL de circulant 245, Or ici, le traitement & 'EndoN,
réduisant I'activité des neurones POMC, a fait diminuer le taux de HDL. Nos résultats sont en
accord avec le role adaptatif catabolique des neurones POMC alors que la baisse du taux de HDL
rapportée dans la littérature aprés activation de ces neurones apparait paradoxale. Il est
également connu que I'activation des neurones NPY augmente le taux de VLDL circulant 244, Or
nous avons observé une normalisation du taux de VLDL aprés une semaine de HFD, bloquée par
le traitement hypothalamique a I’'EndoN. Ces résultats sont cohérents si I'on fait I’hypothése que
les neurones NPY sont mis au repos aprés introduction du régime gras afin de maintenir la
balance énergétique. Cette mise au repos pourrait étre liée a des phénomeénes de plasticité

synaptique PSA-dépendant, affectant I’activité des neurones NPY.

Nous avons ensuite recherchés les mécanismes périphériques mis en jeu dans le
contréle des rapports VLDL + LDL / HDL. Celui-ci est influencé par la production de VLDL
hépatique, mais aussi par le captage et par I’élimination. Dans un premier temps, nous évalués la
production des VLDL puisque le traitement hypothalamique a 'EndoN a modifié la teneur en
VLDL aprés une semaine de HFD. Pourtant nous n’avons pas mis en évidence un effet de ’'EndoN
sur la production aberrante de VLDL lors des expériences d’injection i.p de Poloxamer. En effet,
les groupes de souris nourris avec du HFD ont une production moins importante de VLDL que les
souris nourries en régime STD. La réduction de la production hépatique de VLDL sous régime
gras pourrait étre une adaptation indépendante d'une régulation hypothalamique par PSA.
D’autres mécanismes sont donc mis en jeu dans notre modéle. On peut émettre I’hypothése d’un
rble de l'intestin, puisqu’aprés une semaine de HFD, une adaptation cellulaire et moléculaire

freinant la sécrétion de triglycérides a auparavant été décrite 246, Il serait donc intéressant par la
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suite d’étudier I'axe cerveau - intestin. Il a notamment était montré que la leptine pouvait induire
des phénomeénes centraux de plasticité 126 et qu’une inhibition centrale de sa voie de
signalisation déclenchait des stéatoses hépatiques via une diminution de l'activité nerveux
sympathique 247, |l conviendrait d’étudier les génes hépatiques clefs impliqués dans la synthése,
sécrétion, capture et élimination des lipoparticules et du cholestérol. Cette étude est en cours de

réalisation afin de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents de cette régulation.

Malgré tout, méme si nous n’avons pas encore décrit les mécanismes centraux et
périphériques permettant la régulation du cholestérol circulant par PSA dans I'hypothalamus, une
réduction de la sialylation hypothalamique a favorisé les dépbts graisseux dans I'aorte. Toutefois,
a I'heure actuelle, nous ne savons pas s'’il s’agit d’un lien direct de PSA sur le cholestérol

circulant, ou d’'une complication de I'obésité induite dans ce modéle.

Dans tous les cas, les phénomeénes de plasticité synaptique apparaissent comme de

nouveaux régulateurs du cholestérol circulant.
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Conclusion
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L’ensemble de ces travaux nous conduit a proposer le modéle suivant (Figure 42).
L’introduction d’'un régime HFD chez la souris adulte provoque une rupture de I’'homéostasie
énergétique. Ceci est percu par I’hypothalamus, qui, selon des mécanismes encore inconnus,
déclenche une augmentation de la sialylation, permettant aux neurones POMC de se reconnecter.
Cet événement de plasticité synaptique augmente ainsi le tonus anorexigéne et permet de freiner
de la prise alimentaire et de restaurer I’'homéostasie énergétique. Si les événements de plasticité
synaptique hypothalamique sont empéchés par réduction de la sialylation, le comportement
alimentaire n’est plus contrélé. Il apparait dés lors un désordre métabolique dés les premiers
jours d’exposition au régime HFD. Si ce désordre se poursuit, une obésité se développe ainsi que

des complications cardiovasculaires comme I'athérosclérose.

Figure 42 Modéle proposé
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Perspectives

L'origine de la variation naturelle du niveau de PSA dans I’hypothalamus n’a pas été
étudiée dans cette étude. La flexibilité relative des circuits neuronaux de la prise alimentaire
pourrait étre sous la dominance de pressions génétiques, épigénétiques et environnementales
205, Ainsi le niveau de PSA pourrait étre influencé par I'histoire personnelle et les facteurs
environnementaux. D’ailleurs, un stress juvénile altére profondément le niveau de PSA dans
I’nypothalamus et ceci est associé a une vulnérabilité a la dépression et au stress chronique.
Nous sommes en train de rechercher comment PSA est régulée de maniére épigénétique et quels

sont les facteurs pouvant influencer son abondance dans I’hypothalamus.
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Nous pensons que nos résultats fondamentaux obtenus chez la souris pourraient étre
retrouvé chez I'Homme. En effet, on sait que c’est I'interaction entre I’environnement et les génes
qui expliguent les formes communes d’obésité. Récemment, des études de criblage génétique a
haut débit ont permis de mettre en évidence I’expression de certains variants alléliques associés
a un BMI élevé. Ces variants sont fortement exprimés dans le cerveau et sont directement
impliqués dans la plasticité synaptiques 221 222, Ainsi les effets combinés entre un déficit de
plasticité synaptique et d’autres facteurs de risques pourraient étre a |'origine de la vulnérabilité

au développement de I'obésité chez ’'Homme dans I'environnement actuel obésogéne.

Formes communes Formes rares

polygéniques monogeéniques
S | G

Environnement

Obésité
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Annexes
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1. Matériels et méthodes
Dans ce manuscrit, les protocoles utilisés pour les expérimentations sont détaillés dans
les articles publiés ou en cours de soumission. Cependant, certaines méthodes utilisées sont
mangquantes, notamment concernant I'Objectif 4. Ces protocoles sont brievement décrits ci-

dessous.

A. Séparation des lipoparticules, dosage du cholestérol et des triglycérides

Le sang a été centrifugé 5 min a 5000 g a 4°C pour obtenir du plasma. Les lipoprotéines
(VLDL, d < 1.006 ; IDL/LDL, 1.006 < d < 1.063 ; HDL, 1.063 < d < 1.21) ont été isolées du
plasma par ultracentrifugation séquentielles. Les concentrations en cholestérol et en triglycérides
plasmatique ou des fractions lipoprotéiques isolées ont été réalisées par kit de réaction
enzymatique Cholestérol-FS (Diasys, Bouffémont, France) et Triglyceride-FS (Diasys) puis
mesurées via un lecteur de plaque Victor2 1420 Multilabel Counter (Perkin Elmer Life Science;
Boston, MA).

B. Coloration des aortes et quantification des dépots

Les souris ont été perfusées en intracardiaque avec du PBS. Les aortes ont été
disséquées, ouvertes puis fixées dans du PFA 4% pendant 1 semaine. Par la suite elles ont été
incubées 10 min dans une solution Oil Red 0,3 % - Isopropanol 24 %. La densité des plaques

colorées en rouge a été quantifiée par logiciel Axiovision.
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2. Participation a des travaux

Au cours de ma thése, j'ai pu collaborer a différents projets scientifiques. Une premiére
étude au sein du laboratoire a montré que la plasticité synaptique observée dans I’'hypothalamus
était consolidée par des processus neurogéniques adaptatifs. Mon réle dans cette étude a été
d’aider au phénotypage des souris (suivi de poids et de prise alimentaire, EchoMRI) et la fixation

pour étude immunohistologique. Ces travaux ont été valorisés dans la publication suivante :

Article 1: Cerebral cell renewal in adult mice controls the onset of obesity. Gouazé A, Brenachot X,
Rigault C, Krezymon A, Rauch C, Nédélec E, Lemoine A, Gascuel J, Bauer S, Pénicaud L, Benani A.
PLoS One. 2013 Aug 13;8(8):e72029.

Un autre projet du laboratoire a consisté a rechercher les mécanismes moléculaires
permettant la surexpression de PSA, a I'échelle de la chromatine. Mon rble dans cette étude a été
d’inhiber par injection centrale de lentivirus via stéréotaxie I'acétyl-transférase MOF et d’aider au

phénotypage des souris. Ces travaux seront valorisés prochainement dans une publication :

Article 2 : The histone H4 lysine 16 acetyltransferase hMOF is involved in the hypothalamic
regulation of energy homeostasis. Rigault C., Brenachot X., Nedelec E., Chaudy S., Gascuel J.,

Pénicaud L., Benani A.

Au sein du laboratoire du Pr. Philippe Valet, j'ai participé au projet du Pr. Claude Knauf sur
la régulation centrale de 'homéostasie glucidique par I'apeline et les ROS. Mon rble dans cette
étude a été de mettre en place le protocole de mesure des ROS de I'hytothalamus ex vivo par
Amplex Red au cours de mon M2R, et de surexprimer I'apeline dans I’hypothlamus par injection
de vecteurs recombinant pendant ma thése. Ces travaux ont été valorisés dans la publication

suivante :

Article 3: Hypothalamic Apelin/ROS signaling controls hepatic glucose metabolism in the onset of
diabetes. Drougard A, Duparc T, Brenachot X, Carneiro L, Gouazé A, Fournel A, Geurts L, Cadoudal
T, Prats AC, Pénicaud L, Vieau D, Lesage J, Leloup C, Benani A, Cani PD, Valet P, Knauf C. Antioxid
Redox Signal. 2013 Jul 23

Enfin, au sein du laboratoire du Dr. Pierre Fafournoux, j'ai participé au projet du Dr. Anne-
Catherine Maurin sur la détection centrale de la carence en acides aminés plasmatiques et des
mécanismes moléculaires sous-jacents. Mon rble dans cette étude a été d’inhiber par injection
central de lentivirus via stéréotaxie le facteur de transcription elF2 alpha, d’inhiber ou d’activer in
vivo la voie de signalisation hypothalamique de GCN2 par injection centrale sur animal vigile et de
suivre la prise alimentaire des animaux. Ces travaux seront valorisés prochainement dans une

publication :
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Article 4 : Hypothalamic elF2 alpha signaling regulates food intake. Maurin AC, Benani A,
Lorsignol A, Brenachot X, Parry L, Carraro V, Guissard C, Averous J, Jousse C, Bruhat A, Chaveroux

C, B'Chir W, Muranishi Y, Ron D, Pénicaud L, Fafournoux P. en reviewing a Cell reports.
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